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ADN: deoxyribonucleic acid / ácido 
desoxirribonucleico 
ADNc: complementary deoxyribonucleic acid 
/ ácido desoxirribonucleico complementario 
Akt: protein kinase B / proteína quinasa B 
AMF: amorfrutin / amorfrutina 
ARN: ribonucleic acid / ácido ribonucleico 
ARNm: messenger ribonucleic acid / ácido 
ribonucleico mensajero 
CA: carnosic acid / ácido carnósico 
CMap: connectivity map / mapa de 
conectividad 
ECV: enfermedad cardiovascular 
EGCG: epigallocatechin gallate / 
epigalocatequina-galato 
EGF: epidermal growth factor / factor de 
crecimiento epidérmico 
ES: enrichment score / puntuación de 
enriquecimiento 
FDR: false discovery rate / tasa de 
descubrimiento falso 
HT: hydroxytyrosol / hidroxitirosol 
I3C: indole-3-carbinol / indol-3-carbinol 
GEO: gene expression omnibus / ómnibus de 
expresión génica 
GSEA: gene set enrichment analysis / análisis 
de enriquecimiento de conjuntos de genes 
LB: Lactobacillus 
Log2 FC: base 2 logarithm fold change / 
cambio proporcional en logaritmo en base 2 
miARN: micro-ribonucleic acid / micro ácido 
ribonucleico 
MUFA: monounsaturated fatty acid / ácido 
graso monoinsaturado 
NES: normalized enrichment score / 
puntuación de enriquecimiento normalizada 
NGS: next generation sequencing / 
secuenciación de nueva generación 
NF-κB: nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells / factor nuclear 
potenciador de las cadenas ligeras kappa de 
las células B activadas 
PCR: polymerase chain reaction / reacción en 
cadena de la polimerasa 
PDGF: platelet-derived growth factor / factor 
de crecimiento derivado de plaquetas 
PI3K: phosphoinositide 3-kinase/ 
fosfoinositida-3-quinasa 
PPAR: peroxisome proliferator-activated 
receptor / receptores activados por 
proliferadores de peroxisomas 
PUFA: polyunsaturated fatty acid / ácido 
graso poliinsaturado 
RVT: resveratrol 
RMA: robust multi-array average / media 
robusta multi-array 
RSM: rosemary / romero 
Sirt1: sirtuin 1 / sirtuina 1 
SFP: sulforaphane / sulforafano 
TCT: tocotrienol 
TNFα: tumor necrosis factor alpha / factor de 
necrosis tumoral alfa 
TRVT: trans-resveratrol 
UTR: untranslated region / región no 
traducida 
VEGF: vascular endothelial growth factor / 
factor de crecimiento endotelial vascular 
WFNA: witaferin A / witaferina A
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La Nutrigenómica, ciencia que estudia el potencial de los alimentos y sus compuestos 
bioactivos para alterar la expresión de los genes, podría explicar la capacidad de la dieta para 
modular nuestra salud. Plataformas especializadas como Gene Expression Omnibus (GEO) reúnen 
multitud de datos de expresión génica generados por tecnologías ómicas, y contienen resultados de 
experimentos que analizan los cambios de expresión génica en células humanas tras su tratamiento 
con distintos alimentos y compuestos bioactivos. El análisis integrativo de estos datos ofrece la 
posibilidad de profundizar en el conocimiento de las bases moleculares que gobiernan el binomio 
dieta-salud. Esta tesis trata de contribuir al estudio del potencial nutrigenómico de los alimentos y 
sus compuestos bioactivos. Inicialmente, se ha demostrado como el consumo de una dieta 
suplementada en hidroxitirosol, principal fitoquímico fenólico bioactivo del aceite de oliva virgen, es 
capaz de regular la expresión de cuatro micro ARN’s in vivo en el hígado de ratón, con potenciales 
implicaciones biológicas. Tras ello, se han recopilado y analizado datos resultantes de experimentos 
de nutrigenómica, disponibles en GEO, para construir una base de datos de expresión diferencial de 
genes. El análisis integrativo de esta base de datos ha permitido identificar una firma molecular de 
18 genes con potenciales propiedades anticancerígenas. Finalmente, se ha completado la base de 
datos inicial con nuevos datos y definido las firmas moleculares de los experimentos incluidos, para 
desarrollar una plataforma de minería de datos en nutrigenómica. La plataforma se presenta en 
forma de una aplicación web, accesible públicamente (www.nutrigenomedb.org). Mediante el uso 
de tablas y gráficos interactivos, esta plataforma permite explorar el nivel de expresión diferencial 
de genes a nivel celular en respuesta al tratamiento con alimentos y sus compuestos bioactivos. 
Mediante un algoritmo de comparación de patrones de expresión, las firmas moleculares externas 
pueden compararse con las incluidas en la base de datos de nutrigenómica, lo que permite  
identificar mecanismos moleculares en común que explicarían los efectos beneficiosos de 
determinados alimentos. A través de un caso de uso, se demuestra como la aplicación desarrollada 
permite conectar una firma molecular provocada por el Amlodipino, un fármaco usado para el 
tratamiento de la hipertensión, con una firma molecular obtenida tras un tratamiento con un 
extracto de romero. Además el análisis funcional de los genes implicados en esta conexión identifica 
la represión de genes involucrados en actividades de transporte transmembrana de iones como el 
principal mecanismo molecular responsable de la conexión identificada. 
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Nutrigenomics, the science in charge of studying the effects of foods and their bioactive 
compounds on gene expression, offers great possibilities for explaining how diet is able to modulate 
human health. Multiple omic experiments, available at Gene Expression Omnibus (GEO) database, 
have generated gene expression data following treatment of human cell lines with different foods 
and their bioactive compounds. Exploration of such data in an integrative manner offers excellent 
possibilities for gaining insights into the molecular basis governing the diet-health binomial. This 
doctoral thesis focuses on the nutrigenomic potential of foods and their bioactive compounds. We 
started showing that hydroxytyrosol, the main bioactive compound from virgin olive oil, is able to 
modulate the expression of 4 micro RNA’s in vivo on mouse liver, with potential biological outcomes. 
Then we have collected and analyzed nutrigenomics experiments publicly available in GEO database, 
in order to build a gene expression database. Integrative analysis of such database allowed us to 
identify a molecular signature of 18 genes with potential anticancer properties. Finally, this database 
has been updated with new data, and molecular signatures defining the gathered experiments have 
been obtained, in order to build up a nutrigenomics data mining platform. Such a platform is 
presented as an open web application (www.nutrigenomedb.org). Through its web interface, users 
are able to explore differential gene expression data at cellular level, in response to different 
treatments with a variety of foods and their bioactive compounds, by using data tables and 
interactive visualizations. In addition, external gene signatures can be connected with hosted 
nutrigenomics molecular signatures using a gene pattern-matching algorithm. We further 
demonstrate how the application is able to connect a molecular signature triggered by a cellular 
treatment with Amlodipine, a drug used to treat hypertension, with a molecular signature 
corresponding to a cellular treatment with a rosemary extract. A functional analysis of the genes 
connecting both treatments identifies the downregulation of a set of genes related to ion 
transmembrane transport activities as the main underlying molecular mechanism in common.  
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Entre todos los factores ambientales que afectan a la homeostasis de los organismos, la 
dieta es uno de los más importantes. Se puede decir que nos encontramos inmersos en la era de la 
nutrición molecular, dado que tenemos a nuestra disposición las herramientas para estudiar y 
caracterizar las interacciones entre nuestros genes y los nutrientes que obtenemos de los alimentos. 
La posibilidad de tratar a los ingredientes de los alimentos como un conjunto de moléculas, las 
cuales utilizadas en dosis específicas, puedan tener propiedades beneficiosas para la salud, sería un 
paso fundamental para promover la prevención de las enfermedades crónicas más comunes a través 
de la dieta. 
Existen principalmente dos ciencias que se ocupan de este campo de estudio. Por un lado se 
encuentra la nutrigenética, ciencia que estudia la influencia de las variaciones genéticas en la 
respuesta del organismo a los nutrientes, y por otro lado está la nutrigenómica, que abarca el 
estudio de la influencia de los nutrientes en la expresión de los genes. Este trabajo de investigación 
se centra en la nutrigenómica. La primera parte tratará del análisis de datos de nutrigenómica 
utilizando las herramientas moleculares más actuales. En la segunda parte se analizarán datos de 
nutrigenómica de manera integrativa, mediante diferentes técnicas de minería de datos, con el fin 
de extraer nuevos conocimientos sobre los mecanismos moleculares básicos que provoca el 
tratamiento de células humanas con distintos nutrientes y compuestos alimenticios. Finalmente se 
presentará el desarrollo de una plataforma web, públicamente disponible en línea, para la 
exploración y minería de datos nutrigenómicos humanos, con el fin de indagar en las propiedades 
saludables observadas que han demostrado determinados alimentos y compuestos bioactivos. 
1. BINOMIO DIETA-SALUD 
La dieta representa un factor ambiental que influye de manera directa sobre la salud. Es un 
concepto muy antiguo cuyas primeras referencias apuntan a la Grecia antigua de Hipócrates. 
Enfermedades de gran incidencia social, tales como la obesidad, la enfermedad cardiovascular (ECV), 
la diabetes o el cáncer, se deben a interacciones complejas entre diversos genes y a factores 
ambientales como la dieta. Prevenir la aparición de estas enfermedades, o bien mejorar la salud, a 
través de la dieta, representa un importante reto para la comunidad científica del siglo XXI. 
1.1. ESTUDIOS EPIDEMIOLÓGICOS OBSERVACIONALES  
Los estudios epidemiológicos observacionales en nutrición han sido hasta el momento la 
herramienta más importante en el estudio de la influencia de la dieta sobre la salud, aportando las 
primeras evidencias de esta relación. En estos estudios se constituyen cohortes de individuos sanos 
a los que, tras definir su exposición inicial a distintos factores, se les realiza un seguimiento durante 
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un largo periodo de tiempo para evaluar su evolución (1). Los seguimientos se realizan 
principalmente mediante cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos y anotaciones de las 
rutinas alimentarias por parte de los voluntarios. Generalmente se trata de estudios retrospectivos, 
ya que se trabaja con 2 bloques distintos de información, uno obtenido al inicio del estudio y otro 
generado al cabo de un periodo de tiempo determinado, pudiendo extraer así distintas 
informaciones prolongando el segundo bloque en distintas longitudes de tiempo. Es importante 
estudiar grandes cohortes de individuos, ya que de ello depende la robustez estadística de los 
resultados obtenidos. La presencia de potenciales factores de confusión, variables presentes no 
estudiadas que pueden explicar la asociación entre la variable estudiada y el efecto observado, 
representa la principal desventaja de los estudios epidemiológicos. 
Uno de los estudios epidemiológicos observacionales que más ha contribuido a evidenciar la 
relación entre salud y dieta es el Estudio Framingham del Corazón, iniciado en el año 1948 con una 
cohorte de 5.209 hombres y mujeres, y que continúa en la actualidad (2). Fue uno de los primeros 
estudios epidemiológicos centrado en la ECV. Antes del inicio de este estudio, la comunidad 
científica asumía que parámetros fisiológicos tales como una presión arterial elevada, altos niveles 
de colesterol en sangre y los procesos de aterosclerosis, eran consecuencia inevitable del 
envejecimiento y no se podían prevenir. Sin embargo los primeros resultados del estudio 
Framingham demostraron que los altos niveles de colesterol en sangre representan un importante 
factor de riesgo en vista a padecer ECV, así como que estos factores de riesgo se podían reducir a 
través de la dieta. Los resultados del Estudio Framingham del Corazón han sido confirmados 
posteriormente en distintos trabajos (3,4), demostrando la clara influencia que presenta la dieta 
ante el riesgo de padecer ECV. De hecho, una de las contribuciones más interesantes del estudio 
Framingham ha sido el desarrollo de un algoritmo para el cálculo de una puntuación que permite 
predecir, en función del sexo, la probabilidad de padecer ECV a diez años vista (Figura 1). 
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Figura 1: Ilustración del sistema de puntuación obtenido en el estudio Framingham, utilizado para calcular la 
probabilidad (expresada en porcentaje) de sufrir enfermedad cardiovascular en un periodo de 10 años en el 
caso de las mujeres. Imagen obtenida de la página web principal del estudio Framingham. 
Desde entonces, la investigación en epidemiología nutricional ha continuado obteniendo 
resultados a partir de amplios estudios epidemiológicos observacionales, realizados en distintas 
cohortes. Se han establecido asociaciones de cierta robustez entre la frecuencia de consumo de 
alimentos específicos con la incidencia de enfermedades cardiovasculares, metabólicas e incluso 
algunos tipos de cáncer. En la tabla 1 se encuentran recopilados una lista de importantes resultados 
sobre la relación entre dieta y salud, obtenidos en epidemiología nutricional a partir de estudios 
observacionales de cohortes, y publicados en dos de las revistas científicas más prestigiosas del área 
de medicina (“Journal of the American Medical Association” o JAMA, y “The New England Journal of 
Medicine” o NEJM). 
Los estudios presentados en la tabla 1 han establecido asociaciones entre la dieta ingerida y 
la incidencia de distintas enfermedades crónicas. Sin embargo a día de hoy es difícil aportar una 
explicación del efecto observado a nivel molecular, así como distinguir cuáles son las moléculas 
bioactivas de los alimentos que otorgan al organismo un efecto protector frente a enfermedades 
crónicas. Como ejemplo de la complejidad de un alimento podemos utilizar el aceite de oliva, una 
sustancia grasa de origen vegetal que contiene una amplia variedad de compuestos en distintas 
concentraciones: ácidos grasos, triglicéridos, esteroles, tocoferoles y polifenoles. Todos estos 
compuestos pueden ejercer diversas funciones moleculares en destinos celulares diferentes. 
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1.2 ENSAYOS CLÍNICOS: EL EJEMPLO DE LA DIETA MEDITERRÁNEA 
En epidemiología nutricional, los resultados observados en estudios observacionales de 
cohortes suelen ser investigados posteriormente en ensayos clínicos. A diferencia de los estudios de 
cohorte, los ensayos clínicos son estudios experimentales en los cuales el investigador diseña el 
estudio utilizando grupos aleatorizados de individuos de tratamiento y control. Los ensayos clínicos 
aleatorizados permiten eliminar muchos de los sesgos que presenta el estudio de cohortes, dado el 
control absoluto que el investigador ejerce respecto a la intervención nutricional realizada. La 
posibilidad de reclutar individuos mediante determinados criterios de inclusión permite 
homogeneizar al máximo los grupos estudiados. De esta manera se consiguen minimizar los 
potenciales factores de confusión que presentan los estudios observacionales, y las asociaciones 
encontradas pueden atribuirse directamente al efecto de la intervención nutricional. Sin embargo 
presentan la desventaja de ser estudios bastante costosos económicamente, y a diferencia de los 
estudios observacionales de cohorte, los estudios clínicos sólo pueden abordar un reducido número 
de hipótesis. De la misma manera, los resultados obtenidos dependen en gran medida del 
compromiso del voluntario mediante su adherencia a la intervención, así como de la honestidad de 
los voluntarios a la hora de la recogida de datos mediante cuestionarios. Dado que los estudios de 
cohortes han demostrado los amplios beneficios para la salud que presenta la exposición a 
elementos propios de la dieta mediterránea, ésta última es una de las dietas más estudiadas 
mediante ensayos clínicos nutricionales. 
El concepto de dieta mediterránea, desarrollado a principios del año 1960, hace referencia a 
un estilo de vida equilibrado. Este estilo de vida engloba las dietas y formas de cocinar típicas de 
zonas bañadas por el mar mediterráneo tales como la isla de Creta, Grecia o el sur de Italia, así como 
las costumbres de dormir la siesta y comer en grupo. Estudios observacionales han demostrado que 
estos lugares del mediterráneo presentan una de las mayores esperanzas de vida a nivel mundial, 
con bajos niveles de muertes por accidente cardiovascular en relación a otros lugares del mundo , así 
como una menor mortalidad por cáncer y enfermedades neurodegenerativas (5). La dieta 
mediterránea se caracteriza por su alto contenido en alimentos integrales, frutas y verduras, 
pescados, frutos secos y aceite de oliva. Esta composición se traduce en aportes moleculares 
específicos tales como fitoquímicos, antioxidantes, ácidos grasos esenciales y fibra alimentaria. A 
continuación se detallan los resultados obtenidos en importantes estudios observacionales y 
ensayos clínicos con elementos de la dieta mediterránea sobre determinadas enfermedades. Nótese 
que aunque la dieta mediterránea es un concepto amplio (ver arriba) los estudios siguientes solo 
consideran en su mayoría la parte nutricional (dieta per se) del concepto de dieta mediterránea. 
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1.2.1 DIETA MEDITERRÁNEA Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR 
La ECV es el término utilizado para problemas relacionados con el corazón y los vasos 
sanguíneos. Estos problemas a menudo se deben a la acumulación de sustancias grasas y colesterol 
en el interior de las arterias, o aterosclerosis. Cuando las arterias resultan obstruidas, aumentan las 
posibilidades de sufrir un ataque cardíaco o un accidente cerebrovascular. La ECV incluye muchos 
otros trastornos tales como la hipertensión arterial, aneurismas, cardiopatías, fibrilación auricular o 
insuficiencia cardiaca. La ECV representa la principal causa de mortalidad en los países desarrollados. 
Como se ha explicado anteriormente, la dieta representa un importante factor de riesgo en vista a 
sufrir ECV. 
El estudio más importante sobre la dieta mediterránea se ha realizado en España, siguiendo 
durante casi 5 años a una cohorte de 7.447 personas con alto riesgo de padecer ECV. En un ensayo 
clínico, se evaluaron 2 dietas de tipo Mediterráneo; la primera aumentando el consumo de aceite de 
oliva virgen extra, y la segunda aumentando el consumo de nueces y frutos secos. Tras finalizar el 
estudio y analizar los datos obtenidos, se concluyó que ambas dietas disminuían significativamente 
la incidencia de problemas cardiovasculares en la muestra estudiada en comparación con el grupo 
control, el cual consumió una dieta baja en grasa. El artículo original de 2013 fue retractado, debido 
a inconsistencias en la aleatorización de algunos voluntarios. Sin embargo se volvieron a publicar los 
nuevos resultados del estudio en 2018 tras realizar las correcciones pertinentes, y éstos seguían 
otorgando un efecto protector de la dieta Mediterránea a nivel cardiovascular (6). 
Otro ensayo clínico realizado en Francia, bautizado como Medi-RIVAGE, examinó el efecto 
de una dieta mediterránea rica en cereales, frutos secos, pan integral, frutas, verduras y pescado, 
siendo el aceite de oliva la principal fuente de grasa. Esta dieta fue consumida durante 3 meses por 
212 voluntarios con un riesgo moderado de sufrir ECV. Se observó una reducción significativa de 
colesterol, triglicéridos e insulina en sangre, siendo esto favorable para la prevención de ECV. Es 
importante señalar que en el mismo estudio también se evaluó el efecto del consumo de otra dieta 
baja en grasas, caracterizada por un consumo restringido de carnes animales, abundante pescado, 
frutas, verduras y aceites vegetales. Tras el consumo de la dieta baja en grasas, también se lograron 
reducir los factores de riesgo característicos de la ECV en la misma medida que tras el consumo de la 
dieta mediterránea (7). 
1.2.2 DIETA MEDITERRÁNEA Y SÍNDROME METABÓLICO  
El síndrome metabólico se define como un conjunto de condiciones que aumentan las 
posibilidades de que un individuo desarrolle ECV y diabetes de tipo 2. Para su diagnóstico, un 
individuo debe presentar al menos tres de las siguientes condiciones: 
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- Hipertensión arterial 
- Altos niveles de glucosa en sangre 
- Altos niveles de triglicéridos en sangre 
- Bajos niveles de colesterol HDL en sangre 
- Exceso de grasa abdominal  
En un estudio realizado a principios del año 2000 en Nápoles (Italia), con una muestra de 
180 pacientes con síndrome metabólico y de 2 años de duración, se observó que el grupo de 
pacientes adherido a la dieta mediterránea presentaba una disminución significativa de marcadores 
de inflamación en el suero sanguíneo. Concretamente se observaron menores niveles de la proteína 
C reactiva de alta sensibilidad (hsCRP) e interleucinas 6 (IL-6), 7 (IL-7), 18 (IL-18), además de una 
menor resistencia a la insulina. Este estudio llegó a la conclusión que la dieta mediterránea reduce la 
prevalencia del síndrome metabólico y por consecuencia el riesgo de padecer ECV (8). Otro 
importante ensayo clínico en 459 pacientes con hipertensión arterial, realizado en Estados Unidos, 
demostró que una dieta rica en frutas, verduras y baja en grasa, permite disminuir de manera 
significativa la presión arterial (9). 
 A nivel observacional, el efecto de la dieta sobre la incidencia del síndrome metabólico 
también fue evaluado sobre una muestra de los descendientes del estudio de Framingham citado 
anteriormente (“Framingham Offspring Study”). En una muestra 2.834 descendientes, se estudió la 
relación entre dietas a base de carbohidratos y fibras con la resistencia a la insulina y el síndrome 
metabólico. Así se obtuvo la conclusión de que el incremento del consumo de alimentos integrales 
reduce el riesgo de desarrollar síndrome metabólico (10). 
 
1.2.3 DIETA MEDITERRÁNEA Y CÁNCER  
El cáncer es un conjunto de enfermedades que se caracteriza por una división descontrolada 
de las células y que además tienen la capacidad de propagarse hacia otras zonas del cuerpo, proceso 
denominado metástasis. Representa la segunda causa de muerte en el mundo tras la ECV. Se estima 
que entre el 5-10% de los cánceres están relacionados con la genética del individuo, mientras que los 
factores ambientales explicarían entre el 90-95% de los casos restantes (11). 
Distintos estudios observacionales han atribuido propiedades protectoras contra el cáncer a 
la dieta mediterránea (5). El estudio EPIC (“European Prospective Investigation Into Cancer and 
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Nutrition”) consiguió establecer, entre los años 1992 y 2000, una de las cohortes más grandes del 
mundo, incluyendo hasta 520.000 individuos de entre 25 y 75 años de edad, a través de varios 
centros repartidos por toda Europa, con el objetivo de evaluar la relación entre nutrición y cáncer. 
Se utilizaron cuestionarios al comienzo del estudio, para establecer la adherencia de los individuos 
de la cohorte a la dieta mediterránea, evaluando la ingesta de alimentos tales como frutas, frutos 
secos, legumbres, cereales, pescados, carnes e incluso alcohol. El análisis de los cuestionarios 
permitió cuantificar la adherencia de los individuos a la dieta mediterránea a través de una 
puntuación. Al finalizar el periodo de seguimiento, alrededor del año 2005, y tras cuantificar los 
eventos de cáncer surgidos en la cohorte, se realizaron análisis de supervivencia a partir de los datos 
obtenidos. Los resultados demostraron una fuerte asociación entre el consumo de una dieta 
mediterránea y un menor riesgo de incidencia de cáncer. Esta asociación fue todavía más robusta 
entre los individuos fumadores (12). A nivel del estudio de recaída en la enfermedad, estudios 
observacionales en pacientes han confirmado que un mayor consumo de una dieta abundante en 
carnes rojas, carnes procesadas y dulces está asociado a mayores tasas de recaída (13). 
Sin embargo el estudio de la relación entre dieta y cáncer resulta difícil de descifrar 
mediante el uso ensayos clínicos. El hecho de incluir a personas con una enfermedad tan grave en un 
ensayo clínico no es una práctica médica prudente. Si bien los pacientes de cáncer suelen mostrar 
una gran disposición para probar terapias complementarias basadas en cambios del estilo de vida, 
tales como cambios en la dieta, es difícil que cumplan los criterios de inclusión en este tipo de 
ensayos, así como que cuenten con el beneplácito médico (14). Dada la dificultad de relacionar la 
aparición de cáncer con la dieta mediante estudios clínicos, sí es posible estudiar el efecto de la dieta 
sobre la recaída en la enfermedad de pacientes sanos tras una terapia inicial, aunque los datos 
obtenidos a partir de estos estudios todavía no son abundantes (14,15). 
 
1.3 DISCREPANCIAS ENTRE ESTUDIOS OBSERVACIONALES Y CLÍNICOS 
En las últimas décadas se han generado gran cantidad de resultados mediante ambos tipos 
de estudios, y muchas veces han resultado ser contradictorios. Sin embargo es importante 
considerar las limitaciones en los diseños de los estudios observacionales y clínicos. A diferencia de 
los estudios clínicos, los estudios observacionales padecen de la fuerte influencia de factores de 
confusión. Pero hay que tener en cuenta que, debido a limitaciones técnicas y económicas, los 
estudios clínicos se realizan con individuos de poblaciones específicas, con poca diversidad étnica, y 
su duración es más limitada en el tiempo que la de los estudios observacionales. Con lo cual la falta 
de asociación en un estudio clínico de nutrición no debería invalidar la asociación observada en un 
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amplio estudio observacional, sino más bien contribuir a mejorar los diseños experimentales de los 
estudios clínicos (16). 
2. MECANISMOS MOLECULARES DE NUTRIGENÓMICA 
Los alimentos ingeridos a través de la dieta proporcionan al organismo una gran cantidad de 
sustancias biológicamente activas. Estas pueden ejercer una amplia variedad de funciones en 
distintos destinos celulares, con potenciales beneficios para la salud. Los componentes de la dieta 
pueden alterar la expresión de los genes directa o indirectamente (Figura 2). A nivel celular, los 
nutrientes principalmente pueden: 
• Actuar directamente como ligandos para activar factores de transcripción, iniciando rutas 
específicas de señalización celular. 
• Influir en las rutas de señalización celular, modificando la expresión de los genes. 
• Incorporarse en distintas rutas metabólicas primarias o secundarias, alterando la 
concentración de sustratos o intermediarios. 
Figura 2: Esquema de las tres vías por las que pueden actuar los componentes de los alimentos para alterar el 
nutrigenoma. 1 - Mediante alteración de la señalización celular. 2- Mediante influencia en las rutas 
metabólicas. 3 - Interacción directa con factores de transcripción para activar la expresión de los genes. 
2.1 ÁCIDOS GRASOS ESENCIALES Y FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 
Los ácidos grasos esenciales son aquellos que el cuerpo humano no es capaz de sintetizar, y 
por ello deben ser adquiridos a través de la dieta. Se trata principalmente de ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFAs), lo cual significa que contienen dobles enlaces entre dos átomos de carbono 
a lo largo de la cadena de carbón (Figura 3). Concretamente presentan un doble enlace situado más 
cerca del extremo metilo terminal (opuesto al carboxilo, extremo omega) de la cadena del ácido 
graso, ya sea en el carbono 3 o en el carbono 6 (omega 3 u omega 6 respectivamente). Los 
mamíferos son incapaces de sintetizar ácidos grasos de este tipo, con enlaces dobles más allá de los 
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carbonos 9 y 10, contando desde el extremo carboxilo terminal de la cadena de ácido graso. Esta 
configuración molecular es la que confiere a los ácidos grasos esenciales sus propiedades saludables 
así como su potencial nutrigenómico. Estos ácidos grasos se encuentran en alimentos tales como el 
pescado azul, los frutos secos, las semillas y aceites vegetales. 
                    Figura 3: Estructura química de distintos ácidos grasos poliinsaturados. 
Entre los efectos fisiológicos que provoca el consumo de ácidos grasos esenciales en la dieta 
se encuentra la reducción de los triglicéridos presentes en el plasma, el aumento de la beta 
oxidación de ácidos grasos y el aumento de la síntesis de fosfolípidos en el hígado (17). Así mismo se 
ha demostrado que su consumo mejora la presión arterial, la función endotelial y también reduce la 
inflamación (18). A nivel molecular, también tienen efectos en la estructura y plasticidad de las 
membranas celulares, y en las propiedades de los canales de iones. En general está bien demostrado 
que los PUFAs son potentes bioactivos, con un papel importante en el mantenimiento de la salud 
cardiovascular. Multitud de organismos nacionales e internacionales recomiendan un consumo 
mínimo de ácidos grasos esenciales.  
Los ácidos grasos, en particular el ácido oleico (MUFA), los ácidos linoleicos y araquidónicos 
(PUFAs esenciales) han demostrado ser ligandos de muy alta afinidad para los receptores activados 
por proliferadores de peroxisomas alfa y gamma (PPARα y PPARγ) (Figura 4) (19). Estos receptores 
nucleares ejercen como factores de transcripción tras su activación, interactuando directamente con 
la cadena de ADN gracias a 2 dedos de zinc de la proteína que reconoce una secuencia de ADN 
específica, llamada elemento de respuesta a PPAR (PPRE), regulando así una gran diversidad de 
funciones biológicas. PPARα tiene un importante papel en el catabolismo de los lípidos y su 
homeostasis a nivel del hígado, mientras que por su parte PPARγ está implicado en el 
almacenamiento de los lípidos en el tejido adiposo. Además, la activación de ambos receptores PPAR 
inhibe la vía metabólica proinflamatoria del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa 
de las células B activadas (NF-κB), con lo cual también poseen efectos antiinflamatorios (20). 
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Figura 4: Visión general de los efectos moleculares de los PUFAs omega-3. Imagen extraída de la publicación 
original de acceso abierto (21). La incorporación de PUFAs omega-3 en la membrana celular altera su 
plasticidad, y éstos también interactúan con las proteínas de membrana y canales transportadores (parte 
central de la imagen). Una vez en el interior celular, se unen a receptores nucleares y factores de transcripción,  
para dirigirse al núcleo celular y alterar la expresión génica (parte inferior derecha de la imagen). Del mismo 
modo, los PUFAs omega-3 del citoplasma son convertidos a eicosanoides por las enzimas ciclo-oxigenasa (COX) 
y lipo-oxigenasa (LOX), así como proteínas de la familia citocromo P450 (CYP450), influyendo en importantes 
funciones biológicas como los procesos de inflamación (parte inferior izquierda de la imagen). En el exterior 
celular, metabolitos intermediarios como las resolvinas y las protectinas, derivados de las reacciones 
catalizadas por COX y LOX en al menos 2 tipos celulares distintos, serían importantes actores en procesos 
biológicos que reducirían la inflamación crónica en distintos modelos animales (parte superior de la imagen). 
 
2.2 SEÑALIZACIÓN CELULAR: EJEMPLO DEL CÁNCER 
Los compuestos derivados de la dieta tienen un importante papel en multitud de vías 
metabólicas, y por ello pueden influir en la progresión de enfermedades como el cáncer. Muchos 
compuestos usados en alimentación, en su mayoría provenientes de plantas, han demostrado tener 
propiedades anticancerígenas, ya que son capaces de inhibir la proliferación celular y provocar 
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apoptosis in vitro en distintos tumores humanos, e in vivo en experimentos con ratones (22). Por 
ejemplo, estudios epidemiológicos han constatado que las poblaciones que consumen té verde 
regularmente presentan una menor incidencia de cáncer de mama y próstata a nivel mundial (23). 
Estos efectos anticancerígenos podrían tener su origen en la capacidad de ciertos 
componentes de la dieta para modificar la transducción de señal a nivel celular. Es el caso de ciertos 
polifenoles presentes en el té verde, como el epigalocatequina-galato (EGCG). Se ha demostrado que 
este compuesto es capaz de inhibir la ruta de señalización PI3K (fosfoinositida-3-quinasa), activada 
tras la unión de multitud de factores de crecimiento (EGF, PDGF, VEGF) a receptores tirosina quinasa 
presentes en las membranas celulares. De esta manera se inhibe la consecuente cascada de 
señalización celular, evitando así la activación de la proteína quinasa B (Akt) por fosforilación. El 
resultado de esta inhibición es un aumento de la actividad transcripcional de los factores FOXO, una 
importante familia de factores de transcripción implicados en el control del ciclo celular, lo cual 
induce apoptosis deteniendo el ciclo celular (24). El EGCG también ha demostrado ser inhibidor, a 
través del mismo mecanismo PI3K/Akt, de la vía metabólica NF-κB, cuya activación está asociada con 
cánceres de mama, próstata, ovario y pulmón (25). 
2.3 EFECTOS ANTIINFLAMATORIOS 
La inflamación es una respuesta biológica de protección que se activa para hacer frente a 
lesiones celulares e infecciones por patógenos. Implica la liberación secuencial de distintas 
moléculas mediadoras de la inflamación, el reclutamiento y activación de células específicas del 
sistema inmune como linfocitos y macrófagos. De esta manera se activa una compleja red de 
intercomunicación celular en la zona inflamada a través de la liberación por los leucocitos de 
distintas citocinas proinflamatorias: el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), el interferón gamma 
(IFN-γ), y varias interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IL-22, IL-23) (26). Estas moléculas 
juegan un importante papel en la señalización celular, ya que pueden unirse a receptores específicos 
de las células y desatar así cascadas de señalización celular que modifican la expresión de los genes. 
La persistencia de los procesos inflamatorios se define como inflamación crónica y es perjudicial para 
la función fisiológica de los tejidos. De hecho la inflamación crónica está estrechamente relacionada 
con ECV, diabetes, enfermedades metabólicas y cáncer. 
Alimentos ricos en bioactivos antiinflamatorios, tales como el ácido caféico (Yerba mate), el 
hidroxitirosol (aceite de oliva), la quercetina (flavonol de frutas y verduras), el licopeno (caroteno del 
tomate y sandía) o el α-tocoferol (té verde), han demostrado una gran capacidad para reducir la 
inflamación. Entre otros mecanismos, su actividad antiinflamatoria es debida a la capacidad de estos 
compuestos para reducir la expresión de genes de marcadores proinflamatorios tales como la 
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enzima ciclo-oxigenasa-2, codificada por el gen de la prostaglandina-endoperóxido sintasa 2 (PTGS2), 
el TNFα, así como de las óxido-nítrico sintasas (NOS1, NOS2, NOS3). Esta actividad puede ser 
explicada por la capacidad de estos compuestos para inhibir la vía metabólica del NF-κB. En efecto, 
esta vía también es muy importante en la regulación de la respuesta inmune y se encuentra activada 
crónicamente en enfermedades inflamatorias. Los compuestos antiinflamatorios derivados de la 
dieta, y particularmente los flavonoides, son capaces de inhibir en macrófagos la fosforilación del 
polipéptido alfa (IκBα) perteneciente al complejo proteico NF-κB (27). Esto impide la translocación, 
desde el citoplasma hasta el núcleo, de las cadenas ligeras kappa, impidiendo así la interacción de 
este complejo proteico con el ADN celular y la posterior cascada transcripcional proinflamatoria. 
2.4 EFECTOS ANTIOXIDANTES 
La acumulación de especies reactivas de oxígeno en el interior de las células contribuye de 
manera sustancial al declive de las funciones fisiológicas del cuerpo humano. Algunas de estas 
especies son el superóxido (O₂−), el peróxido de hidrógeno (H₂O₂), el radical hidroxilo (• OH), el 
monóxido de nitrógeno (NO), y se producen de manera inevitable durante la respiración celular que 
tiene lugar en las mitocondrias, mediante el proceso metabólico de la fosforilación oxidativa. El 
estrés oxidativo que produce la acumulación de estas moléculas en las células afecta a la estructura 
de proteínas, lípidos y ADN. Se considera que las especies reactivas de oxígeno contribuyen de 
manera importante en la aparición de enfermedades como la diabetes, la ateroesclerosis, el cáncer e 
incluso algunas enfermedades neurodegenerativas (28). 
Los polifenoles, un grupo de sustancias químicas encontradas en plantas, poseen 
importantes propiedades antioxidantes. Algunos de los compuesto fenólicos más estudiados 
obtenidos a través de la dieta son el resveratrol (uva), el hidroxitirosol (oliva), la quercetina (cebolla 
y brócoli) y la curcumina (cúrcuma común en India). A nivel cardiovascular, se ha demostrado que 
compuestos como la quercetina son capaces de mantener estables los niveles de un importante 
vasodilatador en los vasos sanguíneos, el óxido nítrico. Esto ocurre gracias a la capacidad de la 
quercetina para capturar moléculas de superóxido, mejorando de esta manera la hipertensión y 
disminuyendo los niveles de lipoproteínas de baja densidad (LDL) oxidadas en la sangre (29,30). 
Estudios en hepatocitos también han demostrado la capacidad de la quercetina para modular gran 
variedad de genes con capacidad antioxidante (31-33). 
Otros fitoquímicos como los carotenos (especialmente el beta-caroteno) y los tocoferoles 
han demostrado su actividad antioxidante debido a la capacidad de estas moléculas para capturar 
radicales libres (34). 
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Del mismo modo el resveratrol (RVT) ha demostrado tener importantes propiedades 
antioxidantes in vitro, aunque también se han descrito  muchas otras actividades biológicas. Éstas 
podrían explicarse por su capacidad de interacción con una importante enzima histona deacetilasa, 
la Sirtuina 1 (Sirt1). Esta proteína es capaz de fijar numerosos sustratos y es muy importante en la 
regulación del metabolismo. El RVT puede incrementar la actividad de Sirt1 hasta en 20 veces (35). El 
mecanismo de acción se basa en la capacidad de la molécula de RVT para unirse a la extremidad 
nitrogenada sin actividad catalítica de la proteína Sirt1, provocando así un cambio de conformación 
en la enzima. El cambio provocado aumenta la actividad de Sirt1 ya que su afinidad para fijar 
sustratos acetilados se ve incrementada, afectando así a la transducción de señal por el aumento de 
la fosforilación de la proteína quinasa activada por adenosina monofosfato (AMPK), reduciendo 
también marcadores de estrés oxidativo (36). 
Sirt1 es una importante diana farmacológica de enfermedades metabólicas y 
cardiovasculares, y se han invertido importantes recursos en la investigación de activadores de esta 
enzima. El mejor ejemplo lo representa la antigua empresa biotecnológica Sirtris Pharmaceuticals, 
cuya actividad se concentraba únicamente en encontrar activadores de Sirt1. Además, existen en el 
mercado nutracéuticos como Longevinex®, compuestos de RVT modificado para una mayor 
biodisponibilidad, y que entre otros efectos reivindican una mayor protección cardiovascular. 
2.5 POTENCIAL DE LOS MICRO ARN’S 
Los micro ARN’s (miARN) son moléculas cortas de ARN (entre 18 y 25 nucleótidos) que 
actúan como reguladores post-transcripcionales, reprimiendo simultáneamente la traducción en 
proteína de múltiples ácidos ribonucleicos mensajeros (ARNm) de potenciales genes diana, 
afectando de esta manera a vías metabólicas específicas. Actualmente hay descritas más de 2.656 
secuencias de miARN’s humanos en su forma madura en miRBase (versión 22.1, Octubre 2018), la 
principal base de datos sobre esta temática (37). 
La biogénesis de los miARN’s empieza a partir de la transcripción de una región genómica 
determinada en una molécula de pri-miARN. Tras la transcripción del pri-miARN en el núcleo celular 
por la ARN polimerasa II, la ribonucleasa Drosha se encarga de hidrolizar la parte de la molécula de 
ARN que no se encuentra unida por complementariedad. La molécula así obtenida es un pre-miARN 
de entre 60 y 70 nucleótidos, con una estructura en forma de horquilla, la cual es transportada hasta 
el citoplasma celular a través de la proteína Exportina 5. Posteriormente la proteína Dicer se encarga 
de realizar una escisión en el pre-miARN, obteniendo así una molécula de miARN de doble cadena, 
con una longitud de entre 18 y 25 pares de bases. Esta molécula dará lugar a 2 moléculas de miARN 
maduras (5p y 3p), las cuales podrán ser integradas separadamente en el complejo RISC para realizar 
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así la tarea de represión de la traducción de determinados ARNm, seleccionados en base a la 
complementariedad entre la región semilla (“seed”) del miARN maduro, situada entre los 
nucleótidos 2-7 desde el extremo 5’, y las secuencias del ARNm, generalmente situadas en la región 
3’ de la región no traducida del ARNm. Si bien la función canónica de los miARN’s se centra en la 
represión de la traducción de secuencias específicas mediante interacción directa con las moléculas 
de ARNm diana (38), existe evidencia de que también podrían actuar como activadores de la 
expresión génica de manera indirecta, interactuando con las secuencias promotoras de los genes 
(39). 
2.5.1 REGULACIÓN DE MICRO ARN’S ENDÓGENOS: 
Se ha demostrado que componentes de la dieta son capaces de regular determinados 
miARN’s con importantes consecuencias fisiológicas. En uno de los primeros trabajos de 
investigación sobre esta temática, se observó que los niveles del miARN miR-33 presentaban una 
fuerte correlación negativa con las concentraciones de colesterol intracelular, sugiriendo una 
regulación de la expresión de este miARN por los niveles de colesterol ingeridos a través de la dieta 
(40). En el mismo trabajo se demostró que miR-33 es capaz de reprimir la expresión de genes 
implicados en el flujo de colesterol celular en hepatocitos humanos y de rata, como algunas 
proteínas transportadoras ABC dependientes de trifosfato de adenosina (ABCA1 y ABCG1). 
Determinados miARN’s también responden a la presencia de ácidos grasos en la dieta, como 
el ácido graso docosahexaenoico (DHA), y son capaces de regular la expresión de genes implicados 
en el metabolismo lipídico en células de enterocito humano (41). Además, mecanismos epigenéticos 
influenciados por la expresión de algunos miARN’s podrían explicar la conexión entre dieta y salud 
mental. Autores han sugerido que la dieta mediterránea tendría un efecto potencialmente 
neuroprotector (42). Estudios de dietas suplementadas con concentrados fosfolipídicos de aceite de 
krill y suero de leche han demostrado regular la expresión de gran cantidad de miARN’s en el 
hipocampo cerebral de ratas (43). En efecto el análisis funcional de los miARN´s regulados reveló una 
estrecha asociación con mecanismos relacionados con el sistema nervioso, incluyendo procesos de 
neurogénesis y plasticidad sináptica. 
2.5.2 PRESENCIA Y ACTIVIDAD DE MICRO ARN’S EXÓGENOS 
Más recientemente, investigaciones han detectado niveles de miARN’s provenientes del 
arroz circulando en la sangre del organismo humano. Esta observación resulta controvertida para la 
comunidad científica, ya que significaría que material genético ajeno al organismo humano podría 
estar influyendo en la expresión de nuestros genes (44). La posibilidad de absorber miARN’s 
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exógenos a través del intestino humano podría abrir otra puerta para explicar los beneficios 
generales a nivel cardiovascular de dietas con abundantes vegetales o incluso de la dieta 
mediterránea. Si bien los miARN’s exógenos deberían ser degradados a través de su paso por el 
aparato intestinal, se ha demostrado que en las plantas comestibles existen unas nanopartículas, 
similares a los exosomas de mamíferos, las cuales podrían facilitar la transferencia de material 
genético entre especies. Estas nanopartículas, o vesículas extracelulares, contendrían miARN’s, 
proteínas y otros lípidos, y serían absorbidas por los macrófagos del intestino, preservando así la 
estabilidad de estas moléculas y permitiendo ejercer un efecto biológico (45). 
2.6 EFECTOS EN LA METILACIÓN DEL ADN 
La expresión de los genes se ve afectada por cambios estructurales en el ADN más allá de las 
modificaciones a nivel de la secuencia genómica. Cada tipo celular posee su propio patrón de 
metilación de ADN, permitiendo así la expresión y el silenciamiento específico de los genes. 
El efecto de la dieta en el patrón de metilación del ADN todavía es un terreno de estudio con 
un amplio potencial. En uno de los pocos estudios al respecto, una intervención de 5 años de 
duración con 36 participantes adheridos al consumo de la dieta mediterránea, se observaron 
cambios en la metilación de las células mononucleares de sangre periférica de los participantes. En 
línea con las propiedades antiinflamatorias observadas con la multitud de fitoquímicos que 
componen la dieta mediterránea, estos cambios correspondieron a genes asociados a procesos de 
inflamación e inmunocompetencia: la interleucina 4 inducida 1 (IL4I1 ), el receptor de leptina (LEPR), 
el coactivador 1 beta de PPARG (PPARGC1B), e importantes quinasas como la proteína quinasa 2 
activada por MAP quinasas (MAPKAPK2), entre otros genes (46).  
 
3. HERRAMIENTAS PARA EL ANÁLISIS DEL NUTRIGENOMA 
Durante los últimos 20 años, las herramientas de tipo Ómicas han contribuido de manera 
sustancial al conocimiento de los mecanismos moleculares de las enfermedades metabólicas y a la 
identificación de biomarcadores. La integración de estas herramientas en la investigación 
nutrigenómica, en combinación con disciplinas como la bioinformática, es un proceso necesario y 
fundamental para profundizar en el conocimiento de la regulación del nutrigenoma, término con el 
cual se refiere a la capacidad de los alimentos y sus compuestos bioactivos para regular la expresión 
de los elementos que componen el genoma. 
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En concreto, la transcriptómica permite cuantificar simultáneamente el nivel de expresión 
de los elementos que componen el genoma, ya sean genes, largos ARNm no codificantes o miARN’s, 
con el fin de detectar y poder explicar a nivel molecular las diferencias fenotípicas entre condiciones 
de referencia y experimentales. Existen distintas técnicas y plataformas para realizar estudios de 
transcriptómica, y cada cual requiere de métodos distintos para el análisis de los datos obtenidos. 
Junto a todas las tecnologías que permiten generar datos biológicos de forma masiva, 
también es importante el componente analítico de los datos obtenidos. Con esta necesidad se creó 
el proyecto Bioconductor, basado en el lenguaje de programación R, de código abierto y que 
proporciona multitud de métodos para el análisis de datos en Genómica. El lenguaje de 
programación R ya contaba con la implementación de herramientas de análisis estadístico y 
visualización de datos, y además ofrece una interfaz relativamente sencilla y rápida para prototipar 
nuevos métodos computacionales. Efectivamente la gran cantidad de datos generados por las 
tecnologías de tipo Ómicas requiere de nuevos métodos computacionales y modelos estadísticos 
para su análisis (47). 
Como en todo análisis estadístico de datos, el diseño experimental es muy importante para 
la obtención de resultados robustos. El número de réplicas técnicas y biológicas, el nivel de 
correlación de datos intragrupales y la detección de valores extremos son pasos necesarios para la 
obtención de resultados fiables. 
A continuación se exponen las distintas plataformas de transcriptómica utilizadas durante la 
realización de esta tesis doctoral para el estudio de la regulación de la expresión de los genes por los 
alimentos y sus compuestos bioactivos, así como su correspondiente método utilizado para el 
análisis de los datos. 
3.1 ARRAYS DE EXPRESIÓN 
Con el objetivo de construir una base de datos con los resultados de experimentos de 
nutrigenómica, en este trabajo se han coleccionado y analizado datos públicos generados con 
miroarrays de un color (análisis de una única muestra hibridada a un solo fluoróforo), microarrays de 
dos colores (análisis simultáneo de dos muestras hibridadas a dos fluoróforos) y arrays de expresión 
de tipo “beadchip”. 
3.1.1 MICROARRAYS 
La tecnología de los microarrays se desarrolló a principios del año 2000. Esta tecnología ha 
progresado rápidamente gracias a los nuevos métodos de producción y detección de señales de 
fluorescencia, y también gracias a la disponibilidad de la secuencia completa de múltiples genomas, 
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y en especial el primer borrador del genoma humano, obtenido en abril del año 2000. Esta 
herramienta permite cuantificar el nivel de expresión de genes mediante el análisis de la abundancia 
de ARNm. Se trata de microchips capaces de analizar simultáneamente la expresión de todos los 
genes conocidos que componen el genoma humano, produciendo así una gran cantidad de datos. 
Cada una de las miles de celdas de estos microchips contiene impresas cortas secuencias específicas 
de ADN, oligonucleótidos de distinta longitud en función de la plataforma utilizada. Un chip de 
microarray puede llegar a contener hasta 250.000 oligonucleótidos por centímetro cuadrado. Estos 
oligonucleótidos actúan como sondas de detección, y generalmente se emplean distintas sondas 
para la detección de un mismo gen, con el objetivo de obtener datos de expresión fiables.  
Su principio está basado en la hibridación por complementariedad de 2 secuencias de 
nucleótidos. Tras obtener la muestra de ARNm a analizar, ésta es retro transcrita a ácido 
desoxirribonucleico complementario (ADNc), amplificada por la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) y marcada mediante uno de los fluoróforos más utilizados; las cianinas 3 y 5 (Cy3, Cy5). 
Después se mide el nivel de hibridación entre las secuencias presentes en el microarray y el ADNc de 
la muestra a analizar (Figura 5). La intensidad de fluorescencia detectada en una celda del microchip 
correlaciona directamente con la cantidad de ARNm hibridado, y corresponde al nivel de expresión 
de un gen de secuencia conocida. En el caso de los microarrays de dos colores, se analizan dos 
muestras marcadas con ambos fluoróforos en el mismo chip, resultando en una hibridación 
competitiva, obteniendo tras el escaneo una imagen con una mezcla de ambos colores y con 
intensidades variadas (Figura 6). Tras escanear el microarray (excitación del fluoróforo y captura de 
fluorescencia), se obtiene una imagen que refleja el nivel de fluorescencia presente en cada una de 
las múltiples celdas del microarray. Finalmente, se analiza la imagen obtenida mediante programas 
informáticos, obteniendo un fichero de formato texto con la cuantificación de la señal lumínica 
generada en cada celda del microarray; los llamados datos crudos. 
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Figura 5: Esquema de las etapas necesarias para la realización de un experimento de expresión diferencial con 
microarrays. 
 
Figura 6: Imagen obtenida tras el escaneo de un microarray analizado por hibridación competitiva. Se 
superponen las fluorescencias obtenidas tras excitar ambos fluoróforos por separado. 
  
  INTRODUCCIÓN 
34 
 
Uno de los prerrequisitos para el uso de esta tecnología, basada en la hibridación por 
complementariedad de ácidos nucleicos, es que las secuencias impresas en el microchip deben de 
ser conocidas, para así saber qué es lo que se va a detectar. Una limitación importante es la 
hibridación cruzada, que se produce cuando se analizan cortas secuencias de ADN muy similares. De 
la misma manera, debido a su principio de detección, resulta difícil medir con precisión la expresión 
de ARNm poco abundante. También es importante considerar que la señal fluorescente que mide el 
nivel de hibridación sonda/ARNm no siempre es linealmente proporcional a la concentración de este 
último. Efectivamente cuando un ARNm se encuentra presente en altas concentraciones, puede 
saturar las sondas que lo detectan, y al contrario, en muy bajas concentraciones puede que no se 
produzca hibridación alguna con la sonda. De este modo la señal detectada es lineal únicamente 
dentro de un determinado rango de concentraciones (48). 
Los microarrays de un único color se comercializan principalmente por la empresa 
Affymetrix, mientras que los microarrays de dos colores son propios de la empresa Agilent. 
3.1.1.1 MICROARRAYS DE AFFYMETRIX 
En este caso las distintas secuencias de oligonucleótidos presentes en el chip son impresas 
directamente en un proceso de síntesis in-situ sobre un soporte de vidrio, mediante la técnica de 
fotolitografía. Los oligonucleótidos que ejercen como sondas de detección (“probes”) suelen tener 
una longitud de 25 nucleótidos. Generalmente emplean múltiples sondas diferentes para cada gen a 
detectar, aumentando así la especificidad de la detección, lo cual da lugar a los denominados 
“probesets”. Sus chips cuentan con una alta densidad de sondas, de hasta 500.000 por microchip. 
Este fabricante dispone principalmente de dos distintos microchips de microarrays que difieren por 
el modo de hibridación: 
- modelos 3’IVT: las sondas del microarray detectan zonas del extremo 3’ del ARNm, muchas 
veces en la zona no traducida (3’UTR). Estas zonas presentan una amplia diversidad de 
secuencia y distinguen muy bien los distintos transcritos presentes en la célula. Una de las 
plataformas de este tipo más utilizadas es la Human Genome U133 Plus 2.0 Array, la cual 
permite analizar hasta 54.681 elementos del genoma, principalmente transcritos 
codificantes. 
- modelos Whole Transcript: las sondas del microarray se distribuyen a lo largo de la 
secuencia completa de un gen, incluyendo los distintos exones. Proporcionan una señal más 
fiable, además de la posibilidad de detectar distintas isoformas de transcritos 
correspondientes a un mismo gen. Una de las plataformas de este tipo más utilizadas es la 
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Human Gene 2.0 ST Array (HuGene-2_0-st), la cual permite analizar hasta 53.981 elementos 
del genoma incluyendo genes y ARNm no codificantes. 
3.1.1.2 MICROARRAYS DE AGILENT 
La empresa Agilent emergió como una Spin-off de Hewlett-Packard. Las secuencias de 
oligonucleótidos también se imprimen directamente sobre el soporte de vidrio del microchip 
mediante un proceso de síntesis in-situ, utilizando su tecnología propia de inyección de tinta 
(tecnología SurePrint). Se sintetizan las distintas secuencias base a base, repitiendo capas de 
impresión utilizando el método químico de los fosforamiditos. De esta manera se pueden sintetizar 
sondas de hasta 60 nucleótidos, mejorando así la especificidad de detección, pero también 
reduciendo el número de genes a analizar. Además estas plataformas cuentan con gran cantidad de 
sondas correspondientes a largos transcritos no codificantes. A diferencia de los “probesets” 
característicos de Affymetrix, el número de sondas para detectar un mismo transcrito es menor 
debido a la mayor longitud de estas. Uno de los modelos de microarrays más conocido es el 
SurePrint G3 Human Gene Expression 8x60K, permitiendo analizar hasta 62.976 distintos elementos 
del genoma incluyendo genes y ARNm no codificantes. 
3.1.1.3 MICROARRAYS FABRICADOS A MEDIDA 
Existe la posibilidad de pedir a estos fabricantes la fabricación de microarrays con sondas 
específicas a gusto del investigador.  En estos casos, el fabricante Agilent dispone de microarrays de 
ADNc (“cDNA microarrays”). Estos microarrays contienen impresas largas secuencias de ADN 
complementario, y a diferencia de sus chips clásicos, esta vez las secuencias son sintetizadas a parte 
e impresas posteriormente de manera mecánica en el microchip. En el caso del fabricante 
Affymetrix, también dispone de arrays específicos. Un buen ejemplo es el array NuGo, compuesto 
por 24.000 “probesets” que examinan genes relevantes a estudios de nutrigenómica. 
3.1.2 ARRAYS DE EXPRESIÓN “BEADCHIP” DE ILLUMINA 
Estos arrays de expresión aparecieron en el mercado posteriormente, y solucionan varias 
limitaciones presentes en los chips de microarrays. Permiten analizar entre 6 y 8 muestras en el 
mismo array de expresión de manera simultánea, además de requerir una menor cantidad de 
material genético, lo cual evita la etapa de amplificación de ADNc. Gracias a la tecnología propia del 
fabricante Illumina, se fijan oligonucleótidos de 50 bases en micro esferas, las cuales se introducen 
en el array para su reorganización espontánea en cada uno de los pocillos disponibles. Cada esfera 
contiene cientos de miles de sondas de secuencia única, ligadas de manera covalente, obteniendo 
así una alta redundancia para cada secuencia representada en el array. Actualmente esta plataforma 
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de arrays de expresión es la de mayor densidad de sondas por milímetro, y resulta económicamente 
ventajosa en comparación con los microarrays clásicos. Por ejemplo su plataforma HumanRef-8 v2 
beadchip permite analizar 8 muestras de manera simultánea, y detecta hasta 22.185 distintos 
elementos del genoma, principalmente ARNm. 
3.1.3 ANÁLISIS DE DATOS DE ARRAYS DE EXPRESIÓN 
Una vez procesada la imagen obtenida tras la lectura de los niveles de fluorescencia, y antes 
de iniciar un análisis de expresión diferencial, es necesario realizar tres etapas esenciales: ajuste del 
ruido de fondo, normalización y resumen de los datos. Tras ello es recomendable anotar los 
identificadores de las sondas con el nombre del gen correspondiente. 
La normalización de los datos crudos es diferente dependiendo de si se trata de un 
microarray de uno o de dos colores. En el caso de los microarrays de un sólo color analizados en este 
trabajo, se ha empleado el algoritmo de “robust multi-array average” (RMA) (49). El algoritmo RMA 
crea una matriz de datos de expresión a partir de los datos crudos; elimina el ruido de fondo, 
transforma los datos a escala logarítmica en base 2, y realiza la normalización de los datos, igualando 
la distribución de las intensidades obtenidas tras el escaneo de los distintos arrays de expresión 
incluidos en el experimento. Además también es capaz de resumir los datos de las distintas sondas 
de un “probeset”, obteniendo así un único valor de expresión para el gen analizado en dicho 
“probeset”. La implementación de este algoritmo en el proyecto Bioconductor puede encontrarse en 
las librerías “affy” y “oligo”. En los casos de los microarrays de dos colores analizados en este 
trabajo, así como los datos generados mediante los arrays de expresión tipo Beadchip, se han 
utilizado directamente las matrices de datos normalizadas por el software propio de Agilent e 
Illumina. Tras este proceso, se anotan las sondas analizadas en función de la plataforma utilizada, 
identificando así cada gen analizado. 
Para el análisis de expresión diferencial de genes, dentro del proyecto Bioconductor existen 
varias librerías que implementan distintos algoritmos de análisis. Las más importantes son las 
librerías Limma (50) y “Significance Analysis of Microarrays” (SAM) (51); ambas asumen una 
distribución distinta para los datos, y a diferencia de Limma, SAM utiliza métodos estadísticos no 
paramétricos para el análisis. En este trabajo se ha empleado la librería Limma para el análisis de 
datos de los microarrays y arrays de expresión. 
Limma es la librería que implementa métodos estadísticos paramétricos para el análisis de 
datos de expresión diferencial generados por microarrays. El principio de análisis se basa en 
modelizar de manera lineal los datos de expresión de cada gen. Los datos de expresión pueden ser 
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proporciones de intensidades (caso de dos canales) o intensidades de un solo fluoróforo. Esta 
información debe encontrarse en escala logarítmica con el fin de reducir la variabilidad de los datos. 
En el método Limma, los datos se modelan mediante un modelo lineal: 
E[ yj ] = Xαj 
Donde yj contiene los datos de expresión para el gen j, X es la matriz de diseño, y αj es un vector de 
coeficientes. 
Para obtener la significancia estadística del contraste realizado, es necesario realizar un test 
de hipótesis y ajustar el valor p debido al testeo simultáneo, dado que se están analizando miles de 
genes al mismo tiempo. El test estadístico utilizado es una prueba t moderada para cada gen 
analizado, equivalente a una simple prueba t, habiendo moderado antes los errores estándar entre 
todos los genes analizados. 
Los resultados obtenidos gracias al algoritmo implementado en la librería Limma incluyen el 
nivel de expresión diferencial (“fold change”) para cada gen tras el experimento, el nivel medio de 
expresión en todos los arrays del experimento, el valor del estadístico t y los valores p (Tabla 2). El 
paso final del proceso analítico trata de corregir los valores p obtenidos, con el fin de reducir los 
falsos positivos que se producen debido al testeo simultáneo. Efectivamente la prueba t moderada 
se realiza con un umbral de confianza al 5%, con lo cual existe un 5% de probabilidades de rechazar 
incorrectamente una hipótesis nula. En el caso de los experimentos de transcriptómica, dónde se 
testean miles de hipótesis de manera simultánea, la probabilidad de rechazar incorrectamente la 
hipótesis nula crece en función del número de genes analizados en la plataforma. Para realizar la 
corrección, los métodos más empleados en bioinformática son los ajustes de “False Discovery Rate” 
(FDR) (52), de Bonferroni y de Holm. Gracias a esta corrección se obtiene una lista de genes 
diferencialmente expresados en distintos niveles y significancias estadísticas. 
Tabla 2: Ejemplo de un fichero de resultados obtenido tras el análisis de expresión diferencial de un 
experimento de microarrays usando la librería “Limma”, y tras anotación de las sondas con su 
correspondiente nombre de gen. 
Símbolo Log2FC AveExpr t Valor p 
Valor p 
ajustado B 
DKK1 -3.581861918 6.427131469 -44.80666403 4.07E-13 2.23E-08 17.80662222 
RSAD2 3.346348362 7.688660157 38.83631617 1.76E-12 3.95E-08 17.08098405 
CTGF -3.272189427 11.34070516 -37.27586721 2.67E-12 3.95E-08 16.85224714 
LINC01013 -3.142682824 6.75476514 -36.98727445 2.89E-12 3.95E-08 16.80785912 
ANGPT2 -3.339681793 8.501086957 -33.53744076 7.83E-12 8.57E-08 16.22056452 
IFIT1 3.128256929 9.157998741 31.8851535 1.31E-11 1.01E-07 15.8974218 
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Símbolo Log2FC AveExpr t Valor p 
Valor p 
ajustado B 
OAS1 2.568237233 7.785006835 31.32099395 1.57E-11 1.01E-07 15.78003164 
ANGPT2 -3.172955655 8.153584625 -31.29561044 1.58E-11 1.01E-07 15.77466091 
OAS1 2.655684768 7.598224718 28.82280578 3.66E-11 1.73E-07 15.21192625 
CMPK2 2.940011338 9.432141052 28.6603999 3.87E-11 1.73E-07 15.1720473 
IFIT3 2.751580601 10.24492522 28.48912223 4.12E-11 1.73E-07 15.12957262 
IFIT2 3.10449648 8.222017967 28.16361328 4.62E-11 1.81E-07 15.04765049 
RAB11FIP1 -2.526155036 5.623301882 -26.26242972 9.40E-11 3.21E-07 14.5357897 
OASL 2.763093782 7.085678894 25.94617737 1.06E-10 3.42E-07 14.44474584 
APLN -3.152922101 7.239307168 -25.2190573 1.42E-10 4.30E-07 14.22853941 
MX1 2.237919476 9.656786447 24.5184146 1.88E-10 5.42E-07 14.01070696 
CYP1A1 2.042447691 6.435475783 23.66365983 2.70E-10 7.10E-07 13.73154366 
CXCR4 -2.287252621 5.726773413 -23.51755614 2.87E-10 7.10E-07 13.68228124 
TNFSF13B 2.972856249 5.751271898 23.49183837 2.90E-10 7.10E-07 13.67356187 
CCL5 2.372237473 8.622597677 23.42518808 2.99E-10 7.10E-07 13.65089738 
SGK1 -1.892084262 9.541865001 -23.29246198 3.16E-10 7.21E-07 13.60547258 
MCTP1 -2.125294787 8.28146532 -23.09580744 3.45E-10 7.53E-07 13.53744808 
KYNU 2.133740225 6.93312368 22.92451559 3.71E-10 7.81E-07 13.47748585 
TGFB2 -2.042913104 6.537906186 -22.79578832 3.93E-10 7.96E-07 13.43198205 
 
3.2 SECUENCIACIÓN DE NUEVA GENERACIÓN 
La secuenciación de nueva generación (NGS) se refiere a las nuevas tecnologías de 
secuenciación de ADN que emergieron a principios del año 2000 y revolucionaron la investigación 
genómica. El principio utilizado por estas nuevas tecnologías y la clásica secuenciación por el método 
de Sanger son similares: la secuenciación por síntesis. Ambos métodos están basados en la adición 
secuencial de nucleótidos fluorescentes por una enzima ADN polimerasa en base a la 
complementariedad con la molécula a secuenciar, y la posterior captura de señal fluorescente 
emitida en cada incorporación, la cual será diferente en función del nucleótido incorporado. 
Las plataformas de NGS son capaces de secuenciar múltiples fragmentos de ADN de manera 
simultánea, generando así un gran volumen de datos en poco tiempo. Una variación técnica para la 
detección de nucleótidos incorporados utilizada en NGS, e implementada en los secuenciadores 454 
de Roche, es la pirosecuenciación, basada en la detección del anión pirofosfato liberado tras la 
incorporación de cada nucleótido. En la actualidad ya es posible secuenciar un genoma humano en 
pocos días. Sin embargo el análisis de la multitud de datos generados por las plataformas de NGS 
representa un cuello de botella. La técnica de análisis del transcriptoma utilizando métodos de NGS 
adopta el término de RNA-Seq. 
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3.2.1 PRINCIPIO DE RNA-SEQ 
El principio de la técnica de RNA-Seq está basado en retrotranscribir y fragmentar de manera 
aleatoria la muestra de ARNm a analizar, para luego alinear los fragmentos obtenidos contra una 
base de datos de secuencias de referencia, utilizando distintas herramientas computacionales. El 
resultado de este proceso es una tabla con el recuento de la cantidad de lecturas de secuenciación 
correctamente mapeadas a posiciones genómicas, la cual puede contener del orden de millones de 
lecturas mapeadas. De esta manera, a diferencia del análisis de expresión con arrays, es posible 
obtener una cuantificación extremadamente precisa y altamente reproducible del nivel de expresión 
de los genes, evitando la etapa de transformar en un número la intensidad de una señal 
fluorescente. La técnica de RNA-Seq es considerada una tecnología digital de análisis de expresión, al 
contrario de los arrays de expresión, que son tecnologías analógicas. Del mismo modo, en RNA-Seq 
tampoco es necesario conocer previamente la secuencia a analizar, abriendo así la puerta a realizar 
nuevos descubrimientos. Esta técnica permite detectar con precisión distintas isoformas de ARNm y 
miARN, las cuales están implicadas en numerosas patologías humanas. Del mismo modo, gracias a 
esta técnica fue posible demostrar claramente que hasta tres cuartas partes del genoma humano 
podían ser transcritas en moléculas de ARN de distintas longitudes, sugiriendo así la necesidad de 
redefinir el concepto original de gen (53). 
La primera etapa de cualquier proceso de RNA-Seq consiste en la preparación de la librería a 
secuenciar. La calidad de esta etapa es crítica para la obtención de buenos resultados a posteriori. 
Para ello es necesario realizar previamente la reacción de retrotranscripción del ARNm, fragmentar, 
y proceder a la ligación de una misma secuencia de ADN conocida en ambas extremidades de cada 
molécula (los adaptadores). Posteriormente, y con el fin de aumentar la señal generada, las 
secuencias fragmentadas de ADNc diana obtenidas, o insertos, son amplificadas por la reacción de la 
polimerasa en cadena (PCR), obteniendo así clústeres de moléculas idénticas a secuenciar. Una vez 
finalizado este proceso, es posible realizar la secuenciación de las moléculas, cuya estrategia varía 
dependiendo de la plataforma de NGS utilizada.  
Existen tres parámetros importantes a tener en cuenta antes de realizar un proceso de 
secuenciación: 
-tipo de carrera: durante la secuenciación pueden realizarse lecturas únicas o pareadas 
(Figura 7). Las lecturas únicas consisten en secuenciar un fragmento de ADNc a partir de un único 
extremo, mientras que con las lecturas pareadas los fragmentos son secuenciados primero desde un 
extremo y luego desde el extremo opuesto. Si bien la secuenciación por lectura única resulta 
suficiente para analizar estudios de RNA-Seq, la secuenciación por lecturas pareadas resulta más 
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ventajosa; permite un alineamiento más preciso con las secuencias de referencia, aumentando así la 
calidad del mapeo final. Además, y dependiendo de la aplicación de la secuenciación, las lecturas 
pareadas facilitan la detección de nuevos transcritos, reordenamientos genómicos, fusiones de 
genes y secuencias repetidas. 
-longitud de lectura: depende de la plataforma utilizada y de los métodos de secuenciación 
comentados anteriormente. En general se asume que cuanto más larga sea una lectura, la 
probabilidad de que ésta se alinee sin ambigüedades con la secuencia de referencia será mayor, 
obteniendo así valores de mapeo óptimos. Sin embargo es importante considerar el coste 
económico de la secuenciación, ya que para obtener lecturas más largas se requieren más ciclos de 
secuenciación para la incorporación de nucleótidos, incrementando el coste económico del proceso. 
Además la elección de este parámetro depende del objetivo de la secuenciación. En la práctica la 
longitud de las lecturas generadas para experimentos de RNA-Seq varían entre 75 y 300 nucleótidos, 
mientras que se prefieren lecturas más largas para experimentos de re-secuenciación de ADN o 
secuenciación de-novo. Un caso especial es la secuenciación de miARN en su forma madura, donde 
las lecturas no exceden los 30 nucleótidos. 
-profundidad de cobertura: dado que las carreras de secuenciación generan lecturas que se 
distribuyen de manera aleatoria e independiente a lo largo del ADN secuenciado, el objetivo es que 
todas las bases del material genético de la muestra sean secuenciadas varias veces. De este modo la 
profundidad de cobertura se refiere a la media del número de veces en que una base será leída 
durante la secuenciación. Cuanto mayor sea este parámetro, mayor será la calidad de los datos, ya 
que una base específica habrá sido secuenciada varias veces y no habrá lugar a dudas sobre posibles 
errores de secuenciación. La elección de una determinada profundidad de cobertura depende la 
aplicación que se va a dar al proceso de secuenciación. Para experimentos de RNA-Seq se considera 
suficiente una profundidad de cobertura de entre 10 y 25. 
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Figura 7: Esquema de una molécula a secuenciar resultante de la etapa de preparación de la librería. Ambos 
adaptadores contienen dos elementos funcionales: una secuencia correspondiente al elemento de 
amplificación (EA), y otra secuencia correspondiente a la sonda que inicia la secuenciación por síntesis (PS). A - 
Configuración de una librería para secuenciación de lectura única (una única sonda de secuenciación PS1). B - 
Configuración de una librería para secuenciación de lectura pareada (dos sondas de secuenciación PS1 y PS2), 
incluyendo una secuencia “Código de barra” para permitir la secuenciación de múltiples muestras en una 
misma carrera. 
Últimamente se han realizado importantes avances en secuenciación de molécula única, 
proceso por el cual se obtienen resultados de secuenciación más fiables, debido principalmente a los 
errores aleatorios que puede introducir la enzima ADN polimerasa durante la etapa de amplificación 
a la hora de la construcción de los clústeres de moléculas a secuenciar. Del mismo modo se han 
desarrollado equipos específicos para la preparación de las librerías y que tienen en cuenta la hebra 
de ADN secuenciada, si bien esto no es crítico en la secuenciación de genomas/transcriptomas 
eucariotas, debido al escaso solapamiento de las regiones transcritas del ADN. Sin embargo, 
actualmente la tecnología más puntera en secuenciación la proporciona la empresa de biotecnología 
Oxford Nanopore, que desarrolla secuenciadores portátiles de reducido tamaño, y ofrecen la 
posibilidad de secuenciar moléculas únicas de manera electrónica, evitando así cualquier uso de 
fluorescencia  inherente de la secuenciación por síntesis. 
3.2.2 ANÁLISIS DE DATOS  
Como paso previo es recomendable realizar una etapa de control de calidad de los datos 
obtenidos por RNA-Seq. Esta etapa comprende principalmente la eliminación de las lecturas de baja 
calidad. La eliminación de los adaptadores utilizados durante la secuenciación no es un paso 
necesario cuando las lecturas son relativamente largas, pero sí es importante si se trabaja con 
secuencias de en torno a 20 nucleótidos, como es el caso en los experimentos de miARN-Seq. 
La etapa más importante del análisis de datos de RNA-Seq es el alineamiento de las 
secuencias obtenidas contra un genoma o conjunto de secuencias de referencia. Existen multitud de 
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programas de software para realizar esta tarea, cada uno con distinta eficiencia computacional (54). 
Se pueden ajustar múltiples parámetros para aumentar la sensibilidad en detrimento de la velocidad 
del análisis.  
Uno de los parámetros más importantes es la región semilla (“seed”), conceptualmente 
distinta de la región semilla de la molécula de miARN comentada anteriormente, y que representa el 
número mínimo de nucleótidos que deben coincidir entre una lectura obtenida y la secuencia de 
referencia, para que el algoritmo continúe con el proceso de alineamiento tras el emparejamiento 
con la región semilla. La identificación y posterior extensión de alineamiento a partir de la región 
semilla es un proceso heurístico, dado que en cada proceso de alineamiento con los mismos datos se 
van a identificar diferentes regiones semilla de manera aleatoria antes de continuar con la extensión 
del alineamiento. En RNA-Seq la longitud de la región semilla suele ser de en torno a 20 nucleótidos. 
Durante la extensión del alineamiento, el algoritmo acepta errores de coincidencia entre nucleótidos 
(“missmatches”), si bien estos errores implican una penalización que disminuye la puntuación del 
alineamiento, el cual podría no resultar en un alineamiento válido si el número de errores de 
coincidencia es muy elevado. Sin embargo, esta penalización es configurable, y por defecto todos los 
algoritmos aceptan los errores de coincidencia en los alineamientos. La introducción de estos 
errores es importante para la detección de las variaciones de secuencia y polimorfismos 
naturalmente presentes en genomas de un mismo organismo. También es importante mencionar las 
diferencias entre los alineamientos en modo local o global (Figura 8). En los alineamientos en modo 
global, se requiere un alineamiento de principio a fin de la lectura obtenida con las secuencias de 
referencia, permitiendo la apertura de espacios entre los alineamientos. En los alineamientos en 
modo local, se permiten alineamientos de sólo una parte de la lectura. La mayoría de programas de 
software para alineamiento están pre-configurados para aceptar como válidas únicamente las 
lecturas que cumplen con los requisitos de un alineamiento global.  
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Figura 8: Ilustración de la diferencia entre un alineamiento global y un alineamiento local: la lectura no se 
alinea de principio a fin con el miARN hsa-miR-122-5p, y aunque las bases anteriores sí lo hacen, no será 
considerada como una alineación válida en un alineamiento en modo global. Sin embargo la misma lectura si 
será considerada como un alineamiento válido, ya que alinea de principio a fin con el miARN hsa-miR-122b-3p, 
siendo considerada la última base como un emparejamiento erróneo, lo cual implica una penalización en el 
sistema de puntuación del alineamiento. 
Tras el proceso de alineamiento de las lecturas obtenidas con las secuencias de referencia, y 
en base a un sistema de puntuación que depende de la longitud total de la secuencia obtenida y del 
número de coincidencias con su referencia, se obtiene un fichero con los alineamientos aceptados 
en formato SAM (“Sequence Alignment Map”) o su versión en formato binario BAM (Figura 9). El 
sistema de puntuación se encuentra preconfigurado por defecto en los algoritmos de alineamiento 
para mostrar en los resultados aceptados únicamente las lecturas que fueron alineadas con mayor 
fiabilidad. La puntuación de alineamiento se complementa con un valor de calidad del mapeo 
(“Mapping Quality”), que informa sobre si la lectura ha sido alineada con su referencia de manera 
única, o bien si fue alineada en distintas ubicaciones. 
Figura 9: Captura de pantalla mostrando parte de un fichero de lecturas alineadas y aceptadas en formato 
SAM. Aporta información sobre el nombre de la lectura alineada (QNAME), etiquetas con información sobre la 
orientación del alineamiento (FLAG), nombre de la secuencia de referencia coincidente (RNAME), posición 
donde comienza el alineamiento (POS), calidad del mapeo (MPAQ, mejor cuanto mayor es el número), código 
que informa sobre el número y posición de las bases correctamente emparejadas o desemparejadas (CIGAR), 
la secuencia de la lectura (SEQ) así como información sobre la calidad de cada base de la lectura en formato 
ASCII (QUAL). 
 
En el caso de datos de RNA-Seq, al final de todo el proceso de alineamiento, es necesario 
generar una tabla de conteo, donde se representa el número de lecturas que mapean de la manera 
más fiel posible a un determinado gen o región del genoma (55). Para el análisis estadístico de estos 
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datos, generalmente se adopta un modelo específico para datos de distribución discreta, 
concretamente un modelo de distribución binomial negativa (56), muy similar a la distribución de 
Poisson pero adaptado a datos con alta dispersión. Es necesario incorporar al modelo una 
estimación de la dispersión de los valores de conteo obtenidos para cada gen en todas las muestras, 
procurando reducir al máximo este valor. También es recomendable realizar previamente una etapa 
de filtrado de los genes que presenten un nivel de expresión residual o nulo en al menos una de las 
dos condiciones comparadas, ya que al tratarse de un análisis de expresión relativa, 
conceptualmente no sería correcto evaluar la expresión diferencial de un gen que no se expresa en 
uno de ambos grupos experimentales. 
El proceso de normalización de los datos de RNA-Seq trata de corregir principalmente dos 
factores técnicos que afectan a la preparación de las muestras secuenciadas. El primero de ellos 
afecta a la profundidad de cobertura de la secuenciación comentada anteriormente, la cual varía 
para cada muestra analizada. La librería de análisis utilizada para analizar los datos de RNA-Seq 
presentados en esta tesis, edgeR (56), realiza esta corrección de manera automática durante el 
modelado de los datos de conteo para la expresión diferencial. El segundo factor técnico afecta a la 
composición en ARN de cada muestra analizada, ya que las cantidades analizadas de esta molécula 
no pueden ser exactamente las mismas en cada celda de la plataforma de secuenciación. Por esta 
razón el número de lecturas que alinean con un gen determinado no depende sólo del nivel de 
expresión del gen, sino que también depende la cantidad total de moléculas de ARN presentes en la 
muestra (57). De este modo, se asume que los genes más expresados en la muestra van a estar 
representados de manera mayoritaria en la librería a secuenciar, provocando una estimación a la 
baja del resto de moléculas de ARN presentes en la muestra. La normalización aplicada en este 
punto utiliza el método TMM (“Trimmed Mean of M-values”) y trata de encontrar un factor de 
escalamiento para cada muestra secuenciada, con el fin de minimizar las diferencias de conteo de 
genes entre las muestras que van a analizarse por expresión diferencial. Finalmente, se cuantifica la 
expresión diferencial de los genes entre 2 condiciones utilizando un test estadístico no paramétrico 
denominado prueba exacta, y la posterior corrección por testeo simultáneo. 
4 MINERÍA DE DATOS NUTRIGENÓMICOS 
El reto principal en la era post-genómica actual se centra en organizar, analizar, visualizar e 
interpretar la gran cantidad de datos que se generan. El uso extendido de las técnicas de análisis de 
expresión génica de alto rendimiento ha impulsado la aparición de bases de datos públicas para 
albergar la gran cantidad de información generada. El repositorio de datos más importante dedicado 
a esta tarea es el americano Gene Expression Omnibus (GEO) (58). Los datos de expresión génica 
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generados mediante técnicas de alto rendimiento (principalmente arrays de expresión y RNA-Seq) se 
están acumulando en dichos repositorios públicos de manera exponencial. 
Debido al alto coste del análisis de expresión génica a gran escala, los estudios realizados por 
los laboratorios suelen concentrarse en un tipo celular, tejido, organismo, o compuesto específico, y 
se realizan utilizando una única plataforma de análisis. Además cuando el investigador publica los 
datos de un estudio en GEO, los requerimientos de metadatos, es decir los datos que describen los 
experimentos, son mínimos. Este hecho dificulta la reutilización de los datos de expresión génica en 
estudios integrativos. 
Actualmente los estudios integrativos de experimentos de nutrigenómica en la literatura 
científica son escasos, así como los trabajos que aplican técnicas de minería de datos con este tipo 
de estudios (59). En este trabajo se han utilizado dos estrategias para profundizar en el análisis 
integrativo de los experimentos de nutrigenómica disponibles en GEO: el análisis comparativo de 
firmas genómicas usando como referencia una base de datos propia de experimentos de 
nutrigenómica, y la técnica de agrupamiento jerárquico para el descubrimiento de patrones. 
 
4.1 ANÁLISIS COMPARATIVO DE FIRMAS MOLECULARES 
4.1.1 PRINCIPIO DEL ANÁLISIS COMPARATIVO DE FIRMAS MOLECULARES 
El fundamento del análisis comparativo de firmas genómicas reside en el supuesto de que un 
estado biológico se caracteriza por un perfil específico de expresión génica. La aplicación de 
tratamientos con distintas moléculas en células humanas genera una respuesta transcripcional, 
caracterizando así los procesos fisiológicos que dichas moléculas activan o reprimen a nivel celular. 
Una herramienta capaz de comparar patrones de expresión génica debe contener tres elementos 
principales: 
- una colección de perfiles de expresión génica de referencia o base de datos, bien 
caracterizada en base al tratamiento aplicado para obtener dichos perfiles. 
- una interfaz que permita introducir perfiles de expresión génica externos con el fin de 
compararlos con aquellos incluidos en la base de datos de referencia. 
- un algoritmo capaz de comparar el perfil de expresión génica introducido con los presentes 
en la base de datos y cuantificar la similitud. 
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La primera aplicación de análisis comparativo de firmas moleculares, utilizando perfiles de 
expresión génica de manera integrativa para generar nuevo conocimiento, fue propuesta por la 
plataforma titulada Connectivity Map (CMap) (60). Dicha plataforma alberga en su base de datos 
firmas moleculares obtenidas tras el tratamiento de distintas células humanas con una gran variedad 
de medicamentos/drogas, y contiene cientos de perfiles de expresión génica generados a través de 
una única plataforma de microarray (Affymetrix HT Human Genome U133A). 
4.1.2 CONEXIÓN ENTRE COMPUESTOS Y ENFERMEDADES  
En un principio, el CMap fue diseñado para la tarea de identificar in silico nuevos 
tratamientos terapéuticos para enfermedades. A partir de un perfil de expresión génica 
característico de enfermedades como la diabetes o el alzhéimer, se pueden identificar drogas 
capaces de revertir este perfil de expresión, es decir drogas que generan un perfil de expresión 
opuesto al que caracteriza la enfermedad. De esta manera es posible encontrar relaciones entre las 
enfermedades y los estados biológicos provocados por la aplicación de distintos tratamientos, de 
manera que se puedan generar nuevas hipótesis de investigación. 
Siguiendo esta estrategia, el CMap ha servido para identificar nuevas indicaciones 
terapéuticas para compuestos existentes en su base datos, cuya mayoría están aprobados por la 
Food and Drug Administration (FDA) de EE.UU. Concretamente, gracias al Cmap, un estudio 
identificó el potencial del compuesto 17-AAG para revertir la firma molecular específica del 
adenocarcinoma pulmonar. Este compuesto es un potente inhibidor de la proteína de choque 
térmico HSP90, y de hecho se encuentra en las fases 1 y 2 en varios ensayos clínicos para el 
tratamiento de varios cánceres (61). Siguiendo la misma estrategia, otro estudio consiguió identificar 
la rapamicina como un compuesto potencial para revertir la resistencia a glucocorticoides en 
tratamientos contra el cáncer, sugiriendo así su uso combinado en estos tratamientos (62). En estos 
supuestos, el análisis comparativo de firmas moleculares se basa en la correlación negativa entre dos 
perfiles de expresión génica. 
4.1.3 CONEXIÓN ENTRE LOS MODOS DE ACCIÓN DE LOS COMPUESTOS 
La estrategia de comparación de firmas moleculares también presenta un enorme potencial 
para elucidar el modo de acción de los compuestos que causan determinados fenotipos. Es posible 
identificar drogas que comparten un mismo modo de acción si el perfil de expresión génica que 
provocan es suficientemente parecido. De esta manera es posible identificar mecanismos 
moleculares y vías metabólicas en común, activados o reprimidos por diferentes compuestos. 
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Esta metodología presenta un gran potencial para el reposicionamiento de 
drogas/medicamentos existentes. Del mismo modo, dado que la mayoría de drogas/medicamentos 
no suelen actuar únicamente en una diana molecular, se puede usar este tipo de análisis para 
encontrar moléculas que presentan menores efectos adversos a la hora de tratar ciertas 
enfermedades (63). Con el objetivo de ahondar en los mecanismos moleculares responsables de los 
modos de acción, es importante incorporar información sobre vías metabólicas o funciones 
moleculares que corresponden a los genes que dos compuestos distintos activan o reprimen de 
manera común. En estos supuestos, el análisis comparativo entre firmas moleculares se basa en su 
correlación positiva. 
4.1.4 APLICACIONES WEB EXISTENTES Y LIMITACIONES 
Existen herramientas que intentan extraer automáticamente firmas moleculares a partir de 
los datos presentes en GEO (64,65), pero debido a la inconsistencia de la anotación de los estudios 
presentes en los repositorios públicos, estas tienden a cometer errores durante la asignación 
automática de las muestras a los grupos control y tratamiento. Es por ello que la obtención de firmas 
moleculares de manera manual a partir de los experimentos disponibles en GEO presenta múltiples 
ventajas para generar nuevas hipótesis de investigación fiables (66). 
También existen aplicaciones de la metodología de comparación de firmas moleculares 
enfocadas en la investigación de enfermedades raras, dado que la financiación para investigar este 
tipo de enfermedades es escasa. Se basan en un principio similar al de los orígenes del CMap, 
asumiendo que el perfil de expresión génica propio de una enfermedad rara puede ser revertido por 
drogas cuyo tratamiento provoque un perfil de expresión opuesto (67). Sin embargo los autores 
admiten que este enfoque puede resultar ingenuo para el reposicionamiento de medicamentos 
dado la complejidad de los sistemas biológicos de alto nivel. 
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4.1.5 ALGORITMOS PARA COMPARACIÓN DE FIRMAS MOLECULARES 
El algoritmo de análisis comparativo de firmas moleculares implementado en las 
herramientas citadas anteriormente proviene originalmente del método computacional de análisis 
de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) (68). A partir de dos listas de genes, ordenados 
por su nivel de expresión diferencial, este algoritmo primero encuentra los genes coincidentes entre 
ambas listas, y después evalúa si estas coincidencias se reparten de manera aleatoria a lo largo de 
ambas listas, o bien si las coincidencias se sitúan más bien en los extremos de ambas listas (genes 
mayormente sobreexpresados o reprimidos) (Figura 10). Para ello se calcula una puntuación de 
enriquecimiento (ES). Un valor de ES positivo significa que se detecta un enriquecimiento de genes 
en común entre ambas listas en el extremo superior (sobreexpresados) y viceversa para un ES 
negativo. Un valor de ES cercano a cero representa un enriquecimiento aleatorio. 
Figura 10: Ilustración de los tres posibles casos de puntuación de enriquecimiento entre una lista de genes L 
(firma molecular a comparar) y los perfiles de referencia. Los colores azul y rojo representan genes 
sobreexpresados y reprimidos, respectivamente. La obtención de un perfil de expresión de referencia con ES 
positivo indica una alta coincidencia de genes mayormente sobreexpresados entre el perfil de referencia y el 
perfil de expresión introducido, y viceversa para un ES negativo. 
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El cálculo del ES parte de la lista de genes que se quiere comparar (lista L), ordenada de 
manera descendente por nivel de expresión. Se empieza recorriendo la lista desde su principio 
(genes altamente sobreexpresados), y el valor de la puntuación incrementa cuando se encuentra un 
gen en común entre la lista ordenada y un perfil de expresión en la referencia (Figura 11). Este 
incremento es positivo si la coincidencia aparece en el extremo superior de ambas listas, y viceversa. 
El incremento de la puntuación se realiza de manera ponderada, ya que los genes coincidentes que 
se encuentran en los extremos de ambas listas obtienen mayor puntuación. Paralelamente, cuando 
se evalúan los genes sobreexpresados, la puntuación ES decrece progresivamente cuando uno de los 
genes de la lista ordenada no se encuentra en la lista de referencia, y viceversa para los genes 
reprimidos. Tras finalizar este proceso, la desviación máxima del valor 0 representa el ES entre dos 
firmas moleculares. 
Figura 11: Esquema del proceso de cálculo del ES, empezando desde el extremo superior de la lista de genes 
(sobreexpresados). Los genes 1,4,5 y 6 de la lista L coinciden con la firma molecular de referencia. El gen 1 
aporta el mayor incremento de ES ya que la coincidencia aparece en las primeras posiciones de ambas listas de 
genes (altamente sobreexpresado). Los genes 2 y 3 no coinciden entre ambas listas, con lo cual el valor ES 
decrece ligeramente. 
En los resultados es recomendable representar el valor de la puntuación de enriquecimiento 
normalizada (NES), el cual tiene en cuenta el tamaño de los perfiles de referencia incluidos en la 
base de datos, así como la correlación entre estos y el perfil de expresión interrogado (lista L). Para 
el cálculo, se divide la puntuación ES obtenida para cada perfil de referencia, por la media de las ES 
calculadas para otros perfiles de referencia permutados, de mismo tamaño y símbolo de ES que el 
perfil de referencia a normalizar. La fórmula es la siguiente:  
NES = ES / media (ES contra permutaciones de Perfiles de referencia) 
En este caso, dónde se trabaja directamente con una lista L ordenada, la estimación de la 
significancia estadística de los NES obtenidos para cada perfil de referencia se calcula creando 
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perfiles de referencia aleatorios a partir de los presentes en la base datos, y de mismo tamaño que el 
perfil de referencia evaluado. De esta manera se obtienen nuevos valores de NES, generando una 
distribución nula de estos valores, y luego se calcula un valor p evaluando el número de veces que el 
nuevo valor NES obtenido ha sido mejor que el original. 
4.1.6 BASE DE DATOS DE FIRMAS MOLECULARES DE REFERENCIA  
Otro aspecto fundamental en el análisis comparativo de firmas moleculares es la correcta 
selección de los genes que componen las firmas de referencia, y que caracterizan el estado biológico 
provocado tras un tratamiento determinado. A pesar del gran impacto del CMap, las firmas 
moleculares incluidas en su base de datos cuentan con un bajo nivel de replicación, ya que 
generalmente cada experimento incluye una única muestra de tratamiento y control, con lo cual el 
orden de los genes analizados en las listas obtenidas, que representan las firmas moleculares, no 
está basado en un valor de significancia estadística, sino únicamente en su nivel de expresión 
diferencial. Una selección errónea de los genes que componen las firmas moleculares de referencia 
puede llevar a identificar similitudes entre el diseño experimental de dos experimentos, en lugar de 
conexiones con sentido biológico. Esto ha sido discutido en la literatura científica y se han propuesto 
métodos más robustos para la construcción de las firmas moleculares de referencia, así como para la 
evaluación de la significancia estadística de las conexiones encontradas (69). 
Por el contrario, en la iniciativa GSEA, la base de datos de referencia está compuesta por 
listas de genes ordenadas resultantes de experimentos de expresión diferencial con alta replicación, 
los conjuntos de genes (“GeneSets”). Estos conjuntos de genes son el resultado de experimentos 
concretos, y tras el proceso de filtrado en base a criterios estadísticos, representan únicamente los 
genes con mayor nivel de expresión diferencial y mayor significancia estadística. Actualmente esta 
base de datos cuenta con 22.596 conjuntos de genes (octubre 2019), de tamaño variable, divididos 
por temáticas funcionales (vías metabólicas, ontologías funcionales, firmas oncogénicas etc.) 
En la actualidad no existe ninguna base de datos como la que se ha generado durante este 
trabajo de doctorado, y que recopile conjuntos de genes diferencialmente expresados tras 
tratamientos celulares utilizando alimentos y sus compuestos bioactivos. 
4.2 AGRUPAMIENTO JERÁRQUICO 
Las técnicas de agrupamiento (“clustering”) son un tipo de métodos dentro del área del 
aprendizaje automático no supervisado. A partir de un conjunto de datos de entrada, estas técnicas 
tienen el objetivo de agrupar los datos en base a su similitud o disimilitud, sin tener en cuenta 
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información previa sobre el grupo o la clase a la cual pertenecen los datos del conjunto. El resultado 
es una representación gráfica de los resultados de agrupamiento en forma de dendrograma. 
En el campo de la biología molecular, para los datos obtenidos por experimentos de 
transcriptómica, la representación gráfica más extendida para el descubrimiento de patrones es el 
mapa de calor agrupado (“clustered heatmap”). Esta visualización ha demostrado su amplio 
potencial para el descubrimiento de patrones de expresión. Por ejemplo se ha demostrado que el 
mapa de calor agrupado permite clasificar correctamente tumores humanos en base al perfil de 
expresión de los miARN’s (70). El resultado es un agrupamiento jerárquico de los datos en dos 
dimensiones, donde generalmente las columnas representan las muestras/experimentos  y las filas 
representan los genes analizados. La relación entre los grupos en ambas dimensiones se representa 
mediante un dendrograma, adyacente a cada dimensión, y que define las distancias entre los 
grupos. Los colores del mapa de calor indican correlaciones entre los genes o las muestras incluidas 
en el análisis, y pueden revelar potenciales relaciones funcionales entre los mismos. 
 
4.2.1 ALGORITMO DE AGRUPAMIENTO JERÁRQUICO  
Los algoritmos para el agrupamiento jerárquico de datos de transcriptómica se basan en tres 
etapas esenciales: 
- cálculo de las matrices de distancias entre genes o muestras. 
- estrategia de agrupamiento: aglomerativo o divisivo. 
- método de vinculación entre grupos. 
La matriz de distancias informa sobre la similitud entre todos los pares de vectores que 
corresponden a los genes/muestras que se quieren incluir en la visualización de mapa de calor 
agrupado. Es importante definir qué métrica se va a utilizar para evaluar estas distancias. Los 
métodos de cálculo de distancia utilizan distintas fórmulas matemáticas y se usan uno u otro 
método dependiendo de los datos a analizar, considerando la homogeneidad de la escala para todo 
el conjunto de datos y también la presencia de valores extremos. Para experimentos de 
transcriptómica, el método usado comúnmente es el de la distancia euclídea (Figura 12). La fórmula 
matemática para el cálculo de la distancia euclídea entre 2 vectores de datos p y q es la siguiente: 
d(p, q) =  (𝑞1 − 𝑝1)
2 + (𝑞2 − 𝑝2)
2 + ⋯ + (𝑞𝑛 − 𝑝𝑛)
2 
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Figura 12: Ejemplo de una matriz de distancias obtenida por el cálculo de la distancia euclídea entre los valores 
de log2 FC de 9 genes. 0 representa la similitud absoluta, y mayor es la similitud entre dos pares cuando menor 
es el valor de distancia. 
 
Una vez obtenidas las distancias entre los vectores de valores para cada gen/muestra, se 
define si el tipo de agrupamiento se va a realizar de manera aglomerativa o divisiva. En el 
agrupamiento aglomerativo, cada vector de datos correspondiente a los genes/muestras es asignado 
a un clúster individual, y estos se van agrupando progresivamente en función de su similitud en base 
a la matriz de distancia obtenida previamente. En cambio en el agrupamiento divisivo, todos los 
vectores de datos de genes/muestras se asignan a un mismo clúster, y este se va particionando en 
grupos con mayor disimilitud, hasta alcanzar el mismo número de grupos que de genes/muestras 
hay en los datos (Figura 13). El agrupamiento aglomerativo es el más usado para los mapas de calor 
en experimentos de transcriptómica, siendo muy útil para identificar clústeres pequeños, 
contrariamente al agrupamiento divisivo, el cual es útil para identificar clústeres más amplios. 
           Figura 13: Ilustración de los dos tipos de agrupamiento jerárquico posibles 
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La etapa final trata sobre la manera en la que los clústeres individuales y los nuevamente 
formados se van a ir enlazando entre ellos de manera aglomerativa en base a la matriz de distancias, 
la cual se irá actualizando con la distancia correspondiente a los nuevos clústeres que se han ido 
formando. Los métodos más comunes para esta tarea son el enlazamiento completo, individual, 
medio y centroide (Figura 14). Los pares de clústeres que presenten la menor distancia en cualquiera 
de estos cuatro métodos serán enlazados, resultando en nuevas ramas del dendrograma. 
 
Figura 14: Ilustración de los métodos utilizados para enlazar clústeres. A - Completo, se basa en la distancia 
mayor entre 2 valores de ambos clústeres. B - Individual, se basa en la distancia menor entre 2 valores de 
ambos clústeres. C - Media, se basa en la distancia media entre todos los valores de ambos clústeres. D - Tras 
encontrar el centroide, que representa  la proyección de la media aritmética de todos los valores del clúster, se 
utiliza la distancia entre ambos centroides. 
 
4.2.2 MAPA DE CALOR 
Además de la información sobre la similitud entre genes/muestras que proporcionan los 
dendrogramas obtenidos, los valores individuales de la matriz de datos utilizada para el 
agrupamiento pueden representarse en base a una escala de colores. De esta manera es posible 
identificar correlaciones y patrones entre genes/muestras de manera visual. La intensidad de los 
colores visualizados correlaciona directamente con el nivel de expresión de los genes analizados, o 
su expresión diferencial en un experimento, con lo cual el conocimiento de la escala en la cual los 
datos se representan es fundamental. Por esta razón es común utilizar datos transformados a escala 
logarítmica con el objetivo de reducir la variabilidad de la matriz de datos. Del mismo modo, resulta 
muy útil tipificar los datos contenidos en los vectores de la matriz del mapa de calor, restando la 
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media y dividiendo por la desviación típica cada valor presente en el vector de datos (valor z). Estas 
transformaciones matemáticas no alteran los perfiles de variación presentes en la matriz de datos 
original, y facilita la identificación visual de patrones en los datos (Figura 15). 
Figura 15: Ejemplo de la influencia de la escala y tipificación de los datos para la identificación de 
patrones en los mapas de calor. A - Valores tipificados por filas y en escala lineal. B- Valores en tipificados 
por filas y en escala logarítmica. C- Valores tipificados por columnas y en escala logarítmica. D - Valores 
absolutos sin tratamiento. La transformación a escala logarítmica y tipificación por filas (B) mejora la 
identificación de correlaciones entre genes mediante inspección visual.  
 
Para una correcta interpretación del mapa de calor, es importante conocer la escala de los 
datos visualizados, así como indicar qué valores se están visualizando en el mapa de calor. Para 
experimentos de transcriptómica, generalmente se visualizan los valores de expresión normalizados 
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de las muestras incluidas. Del mismo modo se pueden visualizar valores del cambio proporcional en 
logaritmo en base 2 (log2 FC) del resultado de expresión diferencial tras el análisis de experimentos. 
Una limitación del mapa de calor en transcriptómica es que, si bien permite identificar 
patrones a nivel global, las relaciones entre subgrupos de genes/muestras pasan desapercibidas. 
Para relaciones entre subgrupos, la técnica de biclustering es ideal y ha demostrado su potencial 
para la identificación de subtipos de tumores (71).   
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La hipótesis de esta tesis doctoral es que las propiedades saludables de determinados 
alimentos o productos alimentarios pueden explicarse por la capacidad de algunos de sus 
componentes para regular diversas rutas metabólicas al afectar a la expresión de genes. En un 
mayor grado de concreción, la hipótesis considera que los mecanismos moleculares de los efectos 
saludables de los componentes de los alimentos pueden ser frecuentemente coincidentes con los de 
drogas empleadas por la Medicina Personalizada. 
En consecuencia, el objetivo general de esta tesis doctoral es recopilar, analizar e integrar 
datos nutrigenómicos experimentales con el fin de diseñar una herramienta bioinformática para la 
identificación de las bases moleculares de los efectos saludables de los alimentos o productos 
alimentarios. 
Los objetivos específicos de esta tesis son  tres: 
1) Analizar datos resultantes de experimentos de nutrigenómica utilizando las técnicas de 
transcriptómica más actuales, con el fin de elucidar los efectos del consumo de una dieta 
suplementada con hidroxitirosol en la expresión de miARN’s en el hígado de ratón. 
2) Llevar a cabo la creación y análisis integrativo de una base de datos de firmas moleculares 
generada a partir de datos de experimentos de nutrigenómica, realizados en células humanas y 
disponibles públicamente en el repositorio de datos GEO. 
3) Desarrollar una aplicación web, apoyada en la nueva base de datos creada, para aplicar 
técnicas de minería de datos con el fin de elucidar los mecanismos moleculares que confieren las 
propiedades saludables a determinados alimentos y sus compuestos bioactivos. 
En base a los tres objetivos específicos, esta tesis se divide en 3 capítulos: 
Capítulo 1: Análisis experimental del efecto del hidroxitirosol en la expresión de micro ARN’s en el 
hígado de ratón (Objetivo 1). 
Capítulo 2: Creación y análisis integrativo de una base de datos a partir de experimentos de 
nutrigenómica en células humanas (Objetivo 2). 
Capítulo 3: Desarrollo de una aplicación web para minería de datos en nutrigenómica (Objetivo 3)
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CAPÍTULO 1: ANÁLISIS EXPERIMENTAL DEL EFECTO DEL HIDROXITIROSOL EN LA 
EXPRESIÓN DE MICRO ARN’S EN EL HÍGADO DE RATÓN. 
1. MATERIALES 
El compuesto HT fue donado por Seprox Biotech (Madrid, España). Las dietas control 
purificadas fueron obtenidas de Research Diets Inc., New Brunswick, NJ (Estados Unidos de 
América). 
2. ANIMALES Y DIETAS 
En este experimento de nutrigenómica se han utilizado 14 ratones de la cepa C57BL/6 de 2 
meses de edad. Una semana antes del comienzo del experimento, los ratones fueron aclimatados a 
un ciclo de luz/sombra de 12h, siendo el ciclo de luz entre las 7a.m. y las 7p.m., y consumiendo una 
dieta standard “chow” y agua ad libitum. Posteriormente, y durante 8 semanas, 7 ratones fueron 
alimentados con una dieta control purificada, y otros 7 con la misma dieta suplementada en HT. La 
dosis de suplementación de HT fue de 45 mg/kg, la cual se aproxima a la dosis que un humano 
podría consumir a diario. Cada dieta control purificada aporta respectivamente 24.0%, 15.0% y 
61.0% del total de kilocalorías de proteínas, grasas y carbohidratos. 
Los animales fueron sacrificados entre las 10a.m. y las 11a.m. con el objetivo de reducir las 
posibles variaciones diurnas intrasujeto. Los tejidos de hígado fueron extraídos, lavados en tampón 
fosfato salino, congelados en nitrógeno líquido y guardados a -80ºC. 
3. CONSIDERACIONES ÉTICAS 
Este estudio con animales fue aprobado por los comités de ética de la Universidad 
Complutense de Madrid (CEA-UCM 93/2012), de la Universidad de Lleida (CEEA 10-06/14) y de la 
Universidad Mixta de investigación de Zaragoza. Todos los procedimientos han cumplido con las 
direcciones de la Guía para el Cuidado y Uso de animales de laboratorio. 
4. EXTRACCIÓN DE ARN Y SECUENCIACIÓN DE MICRO ARN’S 
El ARN total de cada tejido fue extraído mediante el uso del reactivo de lisis Qiazol y las 
columnas Mini kit miRNeasy® (Qiagen, Madrid, España). Posteriormente fue cuantificado utilizando 
el espectrofotómetro NanoDrop-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., España). La integridad del ARN 
extraído se comprobó mediante el bioanalizador Agilent 2100, y las muestras con un valor de RIN >8 
fueron seleccionadas para su análisis posterior. 
Para la obtención de ADNc a partir del ARN total extraído se ha utilizado el kit Universal 
cDNA synthesis kit II (Exiqon). Para la preparación de las librerías a secuenciar, se ha utilizado el kit 
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NEBNext® 204 multiplex small RNA Library Prep Set (New England BioLabs, Ipswich, MA, Estados 
Unidos de América). La secuenciación se ha realizado en la plataforma NextSeq 500 (Illumina). 
5. ANÁLISIS DE LOS DATOS DE SECUENCIACIÓN DE MICRO ARN’S 
En primer lugar, se eliminaron de las lecturas obtenidas las secuencias correspondientes a 
los adaptadores de secuenciación propios de Illumina. Tras ello se ha usado el software Bowtie 2 
(72) para alinear las lecturas de secuenciación contra un conjunto de 816 secuencias de referencia 
de alta confidencia, correspondientes a miARN’s maduros de ratón, y obtenidas de la base de datos 
miRBase v21.1 (37). Para la cuantificación de los niveles de expresión de los miARN’s detectados, se 
han considerado las lecturas alineadas de manera única con las secuencias de referencia. 
6. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS MICRO ARN’S 
A partir de los miARN’s diferencialmente expresados, se han obtenido sus posibles dianas 
moleculares. Para ello se ha utilizado la aplicación miRWalk 3.0 (73), limitando los resultados a las 
posibles dianas con interacción en la posición 3’UTR, y con un valor del parámetro “Binding P-value” 
igual a 1. A partir de la lista de genes identificados, y que son diana de al menos dos miARN’s 
diferencialmente expresados, se ha realizado un enriquecimiento funcional de las vías metabólicas 
que se encuentran sobre representadas utilizando la base de datos de Panther (74). Se ha utilizado el 
test exacto de Fisher para evaluar la significancia estadística de los resultados, y los valores p 
obtenidos han sido corregidos por el método de Benjamini-Hochberg (FDR) (52), conservando 
únicamente los resultados con un valor FDR<=0.05. La representación gráfica de la red de 
interacciones miARN’s – ARNm’s identificada se ha realizado utilizando el software Cytoscape 
versión 3.4., y contiene únicamente los genes que son diana de al menos dos miARN’s 
diferencialmente expresados. 
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CAPÍTULO 2: CREACIÓN Y ANÁLISIS INTEGRATIVO DE UNA BASE DE DATOS A PARTIR 
DE EXPERIMENTOS DE NUTRIGENÓMICA EN CÉLULAS HUMANAS. 
1. RECOPILACIÓN DE DATOS 
Para la creación de una base de datos de experimentos de nutrigenómica, se han recopilado 
datos de expresión correspondientes a ensayos realizados en células humanas, analizados utilizando 
arrays de expresión, y con un diseño experimental que incluya al menos dos réplicas por cada grupo 
experimental. Utilizando la base de datos GEO, se han realizado consultas utilizando los siguientes 
términos de búsqueda para la identificación de estudios de nutrigenómica: “nutrigenomics”, 
“nutrient”, “nutrition”, “extract”, “natural product” y “phytochemical”. Los estudios identificados 
están compuestos por uno o múltiples experimentos. 
2. TRATAMIENTO DE LOS DATOS DE EXPRESIÓN IDENTIFICADOS 
Para cada estudio identificado, tras inspeccionar cuidadosamente el correspondiente diseño 
experimental, las muestras han sido asignadas manualmente a los grupos tratamiento o control. 
Para datos de expresión generados con la plataforma Affymetrix, se han descargado los datos crudos 
(en formato CEL) para ser normalizados de manera local, utilizando el software R y el algoritmo RMA 
(49), disponible en la librería “affy” de Bioconductor. En cuanto a los datos generados con el resto de 
arrays de expresión, se han descargado directamente las matrices de datos de expresión 
normalizadas y disponibles en GEO. 
Posteriormente se han anotado las sondas de cada experimento analizado con su 
correspondiente nombre de gen, utilizando  el software R y la librería “annotate”. Para el análisis de 
expresión diferencial de cada experimento identificado, se ha utilizado el software R y la librería 
“limma” (50). En el caso de los genes duplicados obtenidos en la matriz de expresión diferencial, 
resultantes de distintos “probesets” que analizan la expresión de un mismo gen, se han obtenido las 
medias de los correspondientes valores de expresión normalizados. 
3. CONSTRUCCIÓN DE LA BASE DE DATOS 
La primera versión de la base de datos, generada con un conjunto de experimentos de 
nutrigenómica recopilados hasta Enero de 2017, se ha construido a partir de los niveles de expresión 
diferencial de todos los genes analizados en los arrays de expresión: los valores log2 FC. Esta versión 
de la base de datos contiene los resultados de un total de 81 experimentos. Dado que los datos 
incluidos habían sido generados en 19 tipos de plataformas de arrays de expresión distintas, 
únicamente se han incluido los datos de expresión de los genes analizados en todas las plataformas, 
obteniendo así una matriz de datos sin valores perdidos. De este modo, ha sido necesario eliminar 
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experimentos realizados con plataformas que generaban un mayor número de datos perdidos en 
relación a la cantidad total de genes analizados, obteniendo finalmente una matriz de datos con 
4.649 genes en las filas, y 73 experimentos. Los estudios de origen y los detalles experimentales se 
encuentran en la tabla 3. A partir de estos datos, se han realizado los análisis integrativos de 
agrupamiento jerárquico. 
4. AGRUPAMIENTO JERÁRQUICO Y MAPAS DE CALOR 
Para los gráficos de agrupamiento jerárquico y mapas de calor generados durante el análisis 
integrativo de los datos de expresión diferencial, se ha utilizado el software R y la librería 
“heatmap.2”. A partir de los valores de expresión diferencial, primero se ha calculado la distancia 
euclídea para definir la relación entre los experimentos. El método elegido para la construcción de 
los clústeres ha sido de tipo aglomerativo y completo. 
5. ANÁLISIS FUNCIONAL DE GENES 
 El análisis de enriquecimiento funcional de los genes identificados durante el análisis 
integrativo ha sido realizado utilizando la aplicación Genecodis 3 (75) y anotaciones ontológicas de 
procesos biológicos. Se ha empleado un test hipergeométrico para evaluar la significancia estadística 
de los resultados, y los valores p han sido corregidos por el método de Benjamini-Hochberg (FDR) 
(52), conservando únicamente los resultados con un valor FDR ≤ 0.05. 
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Tabla 3: Detalles sobre los experimentos de nutrigenómica incluidos en la base de datos (Enero 2017) 
ID GEO Experimentos Alimentos y compuestos bioactivos Líneas celulares Plataforma 
GSE14204 1 25-hydroxycholesterol HUH7 GPL96 
GSE15322 1 Extracto de naranja enriquecido en isoflavonas CCD-18Co GPL570 
GSE18589 4 
Ácidos oleico, palmítico, eicosapentaenoico y 
linoleico 
Miotubos GPL7020 
GSE18741 3 
Lactobacillus acidophilus, L. casei and L. 
rhamnosus 
Duodeno GPL6791 
GSE20940 4 Lactobacillus rhamnosus Macrófagos GPL6879 
GSE21976 2 Bifidobacterium bifidum Caco2 GPL7020 
GSE23630 3 Lactobacillus casei Explantes intestinales GPL570 
GSE25412 2 Resveratrol MCF7 GPL6244 
GSE28384 4 Amorfrutinas Adipocitos GPL6947 
GSE28813 1 Sulforafano MCF10A GPL4133 
GSE34175 3 Lactobacillus acidophilus Caco2 GPL6884 
GSE38227 1 Extracto de nuez de areca Queratinocitos GPL4133 
GSE39828 1 Embelina HEK 293T GPL6480 
GSE43166 4 Folato y vitamina B12 CHUB-S7 GPL14550 
GSE44290 3 Extracto de hojas de Achyranthes aspera PaCa-2 GPL4133 
GSE45357 1 Gliadina Caco2 GPL4133 
GSE45804 1 Ácido lacciaco A MCF7 GPL6244 
GSE48668 3 Tocotrienoles HeLa GPL7020 
GSE50945 2 Aceites de pescado y soja Células de placenta GPL10558 
GSE53049 2 Witaferina A MCF7, MDA GPL10558 
GSE55897 6 Indol-3-carbinol 
MCF7, MDA, T47D, 
ZR75 
GPL10904 
GSE56265 3 Ácido lisofosfatídico MCF7. MDA, PC3 GPL570 
GSE56496 3 Extracto de romero SW620 GPL6480 
GSE58749 8 Ácido retinoico y ácido 3,4-didehidroretinoico Queratinocitos GPL17692 
GSE65397 2 Ácidos grados de yema de huevo MCF7 GPL17077 
GSE65527 1 Urolitina A LNCaP GPL13667 
GSE65722 2 Extractos de romero y ácido carnósico HT29 GPL16686 
GSE7259 1 Quercetina Caco2 GPL571 
GSE73650 1 Transresveratrol Caco2 GPL16686 
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CAPÍTULO 3: DESARROLLO DE UNA APLICACIÓN WEB PARA MINERÍA DE DATOS EN 
NUTRIGENÓMICA. 
1. ACTUALIZACIÓN DE LA BASE DE DATOS DE EXPERIMENTOS DE NUTRIGENÓMICA 
La segunda versión de la base datos de experimentos de nutrigenómica ha sido generada a 
partir de la primera versión (Capítulo 2), añadiendo experimentos de nutrigenómica que se han 
seguido recopilando hasta Marzo de 2018 (Figura 16). Los estudios incluidos tras la actualización, así 
como los correspondientes detalles experimentales, se encuentran disponibles en la tabla 4. El 
tratamiento de los nuevos datos ha sido idéntico al realizado para la construcción de la primera base 
de datos (Capítulo 2). Con el objetivo de definir cada experimento incluido mediante un conjunto de 
genes diferencialmente expresados, tras el análisis de expresión diferencial se han seleccionado el 
10% del total de genes incluidos en el array de expresión utilizado, ordenados por su nivel de 
significancia estadística (columna de valor p corregido) y sin ninguna etapa de filtrado previa. De esta 
manera se ha obtenido una matriz de datos de valores log2 FC, con 41.148 filas (incluyendo genes, 
locis sin nombre de gen y ARN’s no codificantes) y 231 experimentos de nutrigenómica (columnas). 
De este modo cada experimento se encuentra definido por una firma molecular o conjunto de genes 
(“Gene Sets”), caracterizada por el nivel de expresión diferencial del 10% del total de genes 
analizados en el array y con mayor significancia estadística. Esta base de datos se ha utilizado para 
construir los 2 módulos de la aplicación web NutriGenomeDB. 
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Figura 16: Visión general del flujo de trabajo empleado para desarrollar la aplicación web para minería de 
datos en nutrigenómica. El término “Gene Sets” se refiere a las firmas moleculares de referencia incluidas en la 
base de datos. 
 
Tabla 4: Detalles sobre los experimentos de nutrigenómica incluidos en la base de datos (Marzo 2018) 
ID GEO Experimentos Alimentos y compuestos bioactivos Líneas celulares Plataforma 
GSE100224 1 Extracto de Wedelia chinensis 22Rv1 GPL10558 
GSE100846 2 Extractos de mora y de Rubus vagabundus SK-N-MC GPL15034 
GSE102891 2 Extracto de Boswellia serrata y ácido 3-O-
Acetyl-B-boswellico 
MDA-MB-231 GPL17692 
GSE104268 2 Tricostatina A, extracto de semilla de uva SK-MEL-3 GPL17692 
GSE10896 2 Curcumina U937 GPL570 
GSE109607 10 Extracto de semilla de uva, 
proantocianidinas oligoméricas 
SW620, SW480, RKO, 
HT29 and HCT116 
GPL16791 
GSE14204 1 25-hydroxycholesterol HUH7 GPL96 
GSE15322 1 Extracto de naranja enriquecido en 
isoflavonas 
CCD-18Co GPL570 
GSE18589 4 Ácidos oleico, palmítico, 
eicosapentaenoico y linoleico 
Miotubos GPL7020 
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ID GEO Experimentos Alimentos y compuestos bioactivos Líneas celulares Plataforma 
GSE18741 3 Lactobacillus acidophilus, L. casei and L. 
rhamnosus 
Duodeno GPL6791 
GSE20114 1 Ácido docosahexaenoico Glóbulos blancos GPL570 
GSE20940 4 Lactobacillus rhamnosus Macrófagos GPL6879 
GSE21976 2 Bifidobacterium bifidum Caco2 GPL7020 
GSE23630 3 Lactobacillus casei Explantes intestinales GPL570 
GSE25412 2 Resveratrol MCF7 GPL6244 
GSE28384 4 Amorfrutinas Adipocitos GPL6947 
GSE28813 1 Sulforafano MCF10A GPL4133 
GSE32357 1 Resveratrol Células musculares GPL11532 
GSE34074 9 Genisteina Fibroblastos GPL6947 
GSE34175 3 Lactobacillus acidophilus Caco2 GPL6884 
GSE35382 2 Café y ácido caféico HT29 GPL570 
GSE37089 2 Ácido retinoico Células epiteliales GPL10558 
GSE38227 1 Extracto de nuez de areca Queratinocitos GPL4133 
GSE38833 2 Hidroxitirosol y etil éter de hidroxitirosil Caco2 GPL570 
GSE39828 1 Embelina HEK 293T GPL6480 
GSE43166 4 Folato y vitamina B12 CHUB-S7 GPL14550 
GSE44290 3 Extracto de hojas de Achyranthes aspera PaCa-2 GPL4133 
GSE45357 1 Gliadina Caco2 GPL4133 
GSE45804 1 Ácido lacciaco A MCF7 GPL6244 
GSE48668 3 Tocotrienoles HeLa GPL7020 
GSE50945 2 Aceites de pescado y soja Células de placenta GPL10558 
GSE50994 3 Silimarina Huh7.5.1 GPL6244 
GSE53049 2 Witaferina A MCF7, MDA GPL10558 
GSE5556 3 Extractos de arándano, uva y vino rojo Células de endotelio 
aórtico 
GPL570 
GSE55897 6 Indol-3-carbinol MCF7, MDA, T47D, 
ZR75 
GPL10904 
GSE56245 1 Galato de epigalocatequina MCF7 GPL13252 
GSE56265 3 Ácido lisofosfatídico MCF7. MDA, PC3 GPL570 
GSE56496 3 Extracto de romero SW620 GPL6480 
GSE58749 8 Ácido retinoico y ácido 3,4-
didehidroretinoico 
Queratinocitos GPL17692 
GSE65012 2 Cortistatina A K562, MOLM-14 GPL570 
GSE65014 1 Cortistatina A MOLM-14 GPL570 
GSE65019 1 Cortistatina A MV4-11 GPL570 
GSE65030 1 Cortistatina A HCT116 GPL11154 
GSE65397 6 Ácidos grados de yema de huevo MCF7 GPL17077 
GSE65527 1 Urolitina A LNCaP GPL13667 
GSE65722 2 Extractos de romero y ácido carnósico HT29 GPL16686 
GSE71606 1 Extracto de hoja de Tamarindus indica HepG2 GPL6244 
GSE71717 12 Genisteina Células Ishikawa GPL570 
GSE7259 2 Quercetina Caco2 GPL571 
GSE73650 1 Transresveratrol Caco2 GPL16686 
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ID GEO Experimentos Alimentos y compuestos bioactivos Líneas celulares Plataforma 
GSE74212 1 Eusynstyelamida B LNCaP GPL16604 
GSE75181 1 Extracto de té verde Condrocitos GPL10558 
GSE79473 1 Extracto de hoja de Barringtonia racemosa HepG2 GPL6244 
GSE81277 2 6-acetoxi-anopterina, vinblastina LNCaP GPL16604 
GSE83893 2 Cebolla blanca y amarilla Caco2 GPL11532 
GSE85871 77 Ingredientes de medicina tradicional china MCF7 GPL571 
GSE86044 1 Englerina A A498 GPL17077 
GSE86045 1 Englerina A A498 GPL17077 
GSE86046 1 Englerina A A498 GPL17077 
GSE94548 3 Extracto de tomate MCF7 GPL15207 
GSE9647 2 Extracto de manzana HUVEC GPL570 
 
2. INTERFAZ GRÁFICA 
La aplicación web de la plataforma de minería de datos ha sido desarrollada utilizando el 
marco de trabajo “Ruby on Rails”, basado en el paradigma del patrón Modelo Vista Controlador 
(MVC). Para el diseño de la interfaz gráfica del usuario, se ha utilizado la librería de código abierto 
“Bootstrap”, la cual proporciona plantillas, formularios, botones, cuadros, menús de navegación y 
otros elementos prediseñados, basados en lenguajes HTML y CSS, así como extensiones de 
JavaScript adicionales. Es compatible con la mayoría de navegadores web, y responde a las 
visualizaciones realizadas desde un terminal móvil. 
3. MÓDULO EXPLORATORIO 
Para el módulo exploratorio de la plataforma de minería de datos en nutrigenómica, se ha 
creado una nueva base de datos MySQL en el servidor web, a partir de la base de datos actualizada. 
Esta base de datos puede ser consultada utilizando símbolos de genes humanos. Las consultas 
devuelven los correspondientes niveles de expresión en los experimentos de nutrigenómica, además 
de información estadística obtenida tras el análisis de expresión diferencial. Los resultados de las 
consultas se presentan en una tabla interactiva, implementada gracias al complemento “DataTables” 
del lenguaje Javascript, y puede ser descargada en formatos Excel o PDF. El módulo exploratorio de 
la aplicación también permite generar dos tipos de visualizaciones interactivas: a) un gráfico de 
líneas, que permite explorar el nivel de expresión de los genes interrogados de manera simultánea 
en los experimentos de nutrigenómica incluidos, implementada gracias a la librería de gráficos 
“Plotly’s” (en código Python), b) un mapa de calor que permite agrupar los experimentos incluidos 
en la base de datos, y buscar patrones a partir de los valores de expresión diferencial de un conjunto 
de genes, implementado gracias a la librería de Javascript “Clustergrammer” (76). 
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4. MÓDULO ANALÍTICO 
Para el módulo analítico de la plataforma de minería de datos en nutrigenómica, se ha 
utilizado la base de datos actualizada que contiene las firmas moleculares que definen los 
experimentos de nutrigenómica. Esta base de datos ha sido convertida al formato GMT, requerido 
por el algoritmo GSEA, para permitir la comparación de las firmas moleculares. El módulo analítico 
permite comparar un perfil de expresión diferencial externo, con las firmas moleculares incluidas en 
la base de datos, gracias a la implementación del algoritmo GSEA versión 2.2.2. El algoritmo está 
configurado para usar un sistema de puntuación ponderado (parámetro “scoring scheme” igual a 
“weighted”), y utiliza la modalidad “pre-ranked” para su ejecución, ya que los datos introducidos 
para el análisis son el resultado de un análisis de expresión diferencial. Las consultas enviadas se 
guardan en el servidor con un identificador único, y tras finalizar el análisis, se mantienen accesibles 
durante al menos un mes. Los resultados se presentan en una tabla interactiva implementada 
gracias al complemento “DataTables” del lenguaje Javascript, y que puede ser descargada en 
formatos Excel o PDF.  
5. ENRIQUECIMIENTO DE FUNCIONES MOLECULARES 
Desde el módulo analítico se permite realizar un enriquecimiento de las funciones 
moleculares sobre representadas a partir de los genes coincidentes entre un perfil de expresión 
diferencial externo y las firmas moleculares de la base de datos. Para esta tarea se ha implementado 
un servicio web (“webservice”) que permite enviar los datos al servidor de Panther (74) para su 
análisis funcional. El servicio web devuelve un archivo de texto con los resultados del 
enriquecimiento funcional, obtenidos tras realizar el test exacto de Fisher. Estos resultados incluyen 
una línea por cada gen analizado, junto con la correspondiente función molecular asignada, los 
valores estadísticos de valor p y su corrección por el método de Benjamini-Hochberg (FDR) (52).
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CAPÍTULO 1: ANÁLISIS EXPERIMENTAL DEL EFECTO DEL HIDROXITIROSOL EN LA 
EXPRESIÓN DE MICRO ARN’S EN EL HÍGADO DE RATÓN 
1. EL HIDROXITIROSOL REGULA LA EXPRESIÓN DE MIARN’S EN EL HÍGADO DE RATÓN 
Las muestras de hígado de ratón obtenidas tras el experimento han sido secuenciadas y se 
ha analizado el perfil de expresión de los miARN’s. En la muestra se ha detectado la presencia de un 
total de 247 miARN’s en su forma madura. Tras el análisis de expresión diferencial de los datos de 
secuenciación, se han obtenido un total de 4 miARN’s diferencialmente expresados en el grupo de 
ratones que consumió la dieta suplementada en HT, con una significancia estadística por debajo del 
umbral de 0.05 tras el ajuste por testeo múltiple (Tabla 5). De estos, los miARN’s mmu-miR-802-5p, 
mmu-miR-30a-5p y mmu-miR-146b han sido sobreexpresados, mientras que únicamente el miARN 
mmu-miR-423-3p ha sido reprimido. El nivel de expresión de estos miARN’s es relativamente alto, 
por encima de 6 cuentas por millón en escala logarítmica en base 2 (columna logCPM), lo que 
corresponde a una media de más de 64 moléculas de miARN por cada millón de lecturas de 
secuenciación obtenidas en todas las muestras (Figura 17). 
Tabla 5: Resultados del análisis de expresión diferencial de miARN’s en hígado de ratón tras el consumo de 
una dieta suplementada con HT 
miARN logFC logCPM PValue FDR 
mmu-miR-802-5p 0.81959113 6.5680416 0.00017826 0.02628041 
mmu-miR-423-3p -0.50835122 7.05571795 0.0002128 0.02628041 
mmu-miR-30a-5p 0.52381304 15.6957709 0.00045553 0.03001062 
mmu-miR-146b-5p 0.49501708 6.46556765 0.000486 0.03001062 
mmu-miR-128-3p -0.4939714 5.77610583 0.00259205 0.12804708 
mmu-miR-30e-5p 0.36526651 11.7488764 0.00347326 0.14298262 
mmu-miR-542-3p 0.40382169 7.8373455 0.0050216 0.17719073 
mmu-miR-30d-5p 0.33633391 13.1587041 0.00749659 0.2314573 
mmu-miR-101a-3p 0.28501555 14.0099992 0.0089362 0.24524911 
mmu-miR-802-3p 0.61369055 3.71328813 0.01380621 0.34101347 
mmu-miR-34a-5p 0.51623395 4.76664695 0.01631801 0.36641345 
mmu-miR-98-5p -0.31390096 8.17780846 0.02146216 0.44176271 
mmu-miR-1249-3p -1.14959595 1.57882736 0.02457152 0.46685886 
mmu-miR-22-5p -0.30284476 7.39071858 0.02674397 0.47184001 
mmu-miR-744-5p -0.31353127 6.28587342 0.03294848 0.48204424 
mmu-miR-322-5p -0.47529028 4.1210241 0.03550189 0.48204424 
mmu-miR-148a-3p 0.37813958 18.1854355 0.03656669 0.48204424 
mmu-let-7e-5p 0.30422454 8.66691578 0.037033 0.48204424 
mmu-miR-149-5p 0.47169712 5.36638713 0.03708033 0.48204424 
mmu-miR-674-3p 0.32266195 5.80383911 0.0414814 0.50705706 
mmu-miR-339-5p -0.34654744 6.00138383 0.04311012 0.50705706 
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miARN logFC logCPM PValue FDR 
mmu-miR-140-3p 0.23900843 7.88065486 0.04546117 0.51040499 
mmu-miR-1198-5p -0.32523616 5.26647239 0.05541572 0.58520177 
mmu-miR-30e-3p -0.2144278 8.97618072 0.05686171 0.58520177 
mmu-miR-31-5p 0.27785308 6.5091211 0.06140851 0.60671603 
mmu-miR-32-3p -0.66611454 2.55215857 0.0815272 0.72561989 
mmu-miR-30d-3p -0.28589748 5.02636157 0.09051825 0.72561989 
mmu-miR-122-3p -0.26026678 8.35151931 0.09161218 0.72561989 
mmu-miR-532-3p -0.55552718 2.72662593 0.09514211 0.72561989 
mmu-miR-1968-5p -0.60836513 2.61425817 0.0959571 0.72561989 
mmu-miR-22-3p -0.20109296 12.1652151 0.09602438 0.72561989 
mmu-miR-139-5p -0.23073954 6.61283012 0.0964566 0.72561989 
mmu-let-7e-3p 0.52875689 3.36839047 0.09694517 0.72561989 
mmu-miR-106b-3p -0.28152474 5.40804422 0.10295053 0.74563417 
mmu-miR-381-3p 0.40444072 3.69771159 0.11490244 0.74563417 
mmu-miR-421-3p -0.50954185 2.4994067 0.12170753 0.74563417 
mmu-miR-30c-5p -0.17706385 12.4175185 0.12387659 0.74563417 
mmu-let-7d-5p -0.17014012 10.4077067 0.12416254 0.74563417 
mmu-miR-146a-5p 0.20432583 11.6016255 0.12545622 0.74563417 
mmu-miR-1843b-5p -0.23179006 6.54578692 0.12798589 0.74563417 
mmu-miR-1839-3p 0.42459541 3.30800153 0.13029771 0.74563417 
mmu-miR-872-3p -0.45139987 2.77827094 0.13190213 0.74563417 
mmu-miR-320-3p 0.24724428 5.30978612 0.13263013 0.74563417 
mmu-let-7d-3p -0.2219155 6.85330447 0.1351025 0.74563417 
mmu-miR-152-5p -0.25593104 5.34070721 0.13603791 0.74563417 
mmu-miR-335-5p 0.23161029 7.20139614 0.13916373 0.74563417 
mmu-miR-300-3p 0.53536373 2.45865421 0.14274486 0.74563417 
mmu-miR-143-3p 0.19322232 13.7353169 0.14553331 0.74563417 
mmu-miR-465c-5p -0.61163109 2.19968548 0.14791933 0.74563417 
mmu-miR-107-3p -0.17841736 8.78305938 0.15864611 0.78371177 
mmu-miR-200b-3p 0.20581966 8.78508706 0.17407024 0.82570124 
mmu-miR-871-3p -0.58643761 2.48356346 0.17611199 0.82570124 
mmu-miR-378a-5p -0.22387483 5.43166436 0.17717476 0.82570124 
mmu-miR-16-1-3p -0.2522856 4.56105037 0.18690411 0.84083751 
mmu-miR-881-3p 0.2940737 5.39073804 0.18723103 0.84083751 
mmu-miR-16-5p 0.14850009 10.024345 0.19770061 0.86560276 
mmu-miR-676-5p -0.32983214 3.99713771 0.19975448 0.86560276 
mmu-miR-425-5p 0.19012962 5.31395969 0.2123165 0.89283577 
mmu-let-7f-5p -0.15983813 15.4765342 0.21326846 0.89283577 
mmu-miR-339-3p -0.38462355 3.42312512 0.22591001 0.92497891 
mmu-let-7a-5p -0.12172809 13.5250702 0.23027296 0.92497891 
mmu-miR-200a-5p 0.28421492 3.71233372 0.23291673 0.92497891 
mmu-miR-10a-5p 0.12030849 13.2114202 0.23897242 0.92497891 
mmu-miR-145a-3p -0.15543531 7.93603073 0.23967065 0.92497891 
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miARN logFC logCPM PValue FDR 
mmu-miR-24-2-5p 0.16650682 7.13183817 0.25158056 0.93341745 
mmu-miR-338-3p 0.47332424 2.44537962 0.26552892 0.93341745 
mmu-miR-127-3p 0.19244216 5.03180814 0.26639271 0.93341745 
mmu-miR-379-5p 0.2253973 4.55276835 0.26805377 0.93341745 
mmu-miR-126a-3p 0.1102169 14.4963669 0.26840738 0.93341745 
mmu-miR-744-3p -0.61075776 1.88604744 0.26857492 0.93341745 
mmu-miR-183-5p -0.23490411 6.89433518 0.26983679 0.93341745 
mmu-miR-1964-3p -0.42007134 3.03482604 0.27209008 0.93341745 
mmu-miR-221-5p 0.18446799 6.40553724 0.278737 0.93341745 
mmu-miR-212-5p 0.38875444 2.25742832 0.28465943 0.93341745 
mmu-miR-322-3p 0.13722536 6.81811796 0.28812093 0.93341745 
mmu-miR-215-5p -0.41037851 4.96616679 0.29186557 0.93341745 
mmu-miR-1981-5p 0.24558004 4.43810533 0.29633505 0.93341745 
mmu-miR-27a-5p 0.2503361 4.1936352 0.30189027 0.93341745 
mmu-miR-532-5p 0.12352863 8.57394819 0.30311042 0.93341745 
mmu-miR-34c-5p -0.3190183 3.84614784 0.30957287 0.93341745 
mmu-miR-342-3p 0.22117823 4.71412788 0.30975782 0.93341745 
mmu-miR-199b-5p -0.24200891 4.77151244 0.31577288 0.93341745 
mmu-miR-30a-3p -0.10839034 10.5408027 0.3166803 0.93341745 
mmu-miR-186-5p -0.13433435 8.18789127 0.31896609 0.93341745 
mmu-miR-26a-2-3p -0.31205268 3.74448825 0.32121653 0.93341745 
mmu-miR-26a-5p -0.10741447 14.7637575 0.32968739 0.93969936 
mmu-miR-20a-5p -0.11815077 9.16092756 0.33224713 0.93969936 
mmu-miR-378a-3p 0.15662375 12.2907379 0.3379758 0.93969936 
mmu-miR-99a-5p -0.11621289 12.3082925 0.33907386 0.93969936 
mmu-miR-340-5p 0.12533335 12.3250649 0.34524299 0.93969936 
mmu-miR-192-3p -0.23372235 3.3095141 0.34620503 0.93969936 
mmu-miR-1948-3p 0.41198714 2.18485815 0.35064373 0.94140219 
mmu-miR-223-3p 0.2922462 3.6549346 0.3612596 0.94417387 
mmu-miR-192-5p 0.11576198 16.3267728 0.36150824 0.94417387 
mmu-miR-221-3p -0.10030702 9.2257185 0.38014771 0.94417387 
mmu-miR-182-5p -0.22665747 8.6983768 0.38858636 0.94417387 
mmu-miR-19b-3p 0.10802811 9.41272494 0.39359923 0.94417387 
mmu-miR-200c-3p -0.15794666 4.94449978 0.39419682 0.94417387 
mmu-miR-338-5p 0.25123056 3.36909278 0.39893528 0.94417387 
mmu-miR-199a-5p -0.11239814 9.32947003 0.40661542 0.94417387 
mmu-let-7g-5p -0.08381189 15.3182675 0.41008069 0.94417387 
mmu-miR-511-3p 0.22709106 4.50133579 0.41332836 0.94417387 
mmu-miR-23a-3p 0.14204034 8.38954869 0.41643566 0.94417387 
mmu-miR-30c-2-3p 0.1204631 8.46940814 0.41792374 0.94417387 
mmu-miR-125b-2-3p 0.13659764 5.89696433 0.42182648 0.94417387 
mmu-miR-7a-5p 0.13839367 11.2987783 0.42292629 0.94417387 
mmu-miR-148b-5p -0.18260882 4.68763055 0.42362984 0.94417387 
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miARN logFC logCPM PValue FDR 
mmu-miR-503-5p -0.30629881 2.34597679 0.43084628 0.94417387 
mmu-miR-374b-5p -0.11180139 8.24075018 0.43105203 0.94417387 
mmu-miR-351-5p -0.12155001 5.91650288 0.43469662 0.94417387 
mmu-miR-152-3p 0.09342393 11.0088812 0.44216678 0.94417387 
mmu-miR-92a-3p -0.1594087 4.27797481 0.44303619 0.94417387 
mmu-miR-17-5p -0.10644751 7.14477387 0.44469956 0.94417387 
mmu-miR-25-3p 0.0970982 9.97775347 0.44527073 0.94417387 
mmu-miR-148a-5p 0.10902271 8.4423712 0.4554257 0.94417387 
mmu-miR-210-3p 0.25388277 3.12552133 0.45944943 0.94417387 
mmu-miR-195a-3p 0.16878471 4.04404597 0.46050289 0.94417387 
mmu-miR-148b-3p -0.08677072 10.1816257 0.46209639 0.94417387 
mmu-miR-365-3p -0.11660997 6.29993864 0.46244681 0.94417387 
mmu-miR-193a-3p 0.28679907 3.13922471 0.47042627 0.94417387 
mmu-miR-30c-1-3p -0.20482278 4.35880962 0.4721362 0.94417387 
mmu-miR-1839-5p 0.10343641 8.8963961 0.47774706 0.94417387 
mmu-miR-99b-3p 0.18354227 3.73307079 0.48577208 0.94417387 
mmu-miR-7a-1-3p 0.15625356 3.71447987 0.49050188 0.94417387 
mmu-miR-33-5p -0.28850925 2.32895184 0.49071354 0.94417387 
mmu-miR-151-5p 0.1204758 5.69604233 0.49199565 0.94417387 
mmu-miR-27b-5p 0.35017272 2.11540692 0.49567105 0.94417387 
mmu-miR-132-3p 0.24032187 2.97870028 0.49598401 0.94417387 
mmu-miR-125b-1-3p 0.28614039 2.58171311 0.49705392 0.94417387 
mmu-miR-150-5p -0.21183891 4.15623624 0.5015302 0.94417387 
mmu-miR-181d-5p 0.12894919 5.163798 0.50531191 0.94417387 
mmu-miR-129-5p -0.21070516 2.6480323 0.50754706 0.94417387 
mmu-miR-125a-3p 0.27993814 2.60854507 0.50840132 0.94417387 
mmu-miR-144-5p -0.4368909 3.82316543 0.5161175 0.94897358 
mmu-miR-140-5p -0.10554326 6.89572767 0.51866977 0.94897358 
mmu-miR-30b-3p 0.11001317 5.46997664 0.52393218 0.95155329 
mmu-miR-194-5p 0.06144612 13.9413077 0.53374334 0.95854209 
mmu-let-7b-5p -0.06607083 11.3703808 0.55213772 0.95854209 
mmu-miR-191-3p 0.20157471 2.39506499 0.55448597 0.95854209 
mmu-miR-130a-3p 0.12279878 5.6249071 0.55498828 0.95854209 
mmu-miR-185-5p 0.07407506 9.56114978 0.55656237 0.95854209 
mmu-miR-1843a-3p -0.148762 4.63938478 0.55786085 0.95854209 
mmu-miR-18a-5p -0.24208666 1.98753162 0.55862609 0.95854209 
mmu-miR-1a-3p -0.12683065 6.8619257 0.55882616 0.95854209 
mmu-miR-181b-5p -0.13827441 5.50608122 0.56455498 0.9616902 
mmu-miR-218-5p 0.17646228 2.97043228 0.57108286 0.96614703 
mmu-miR-19a-3p 0.08976646 7.11118318 0.58334304 0.96865412 
mmu-miR-21a-3p -0.13023855 3.7919618 0.58742282 0.96865412 
mmu-miR-9-5p 0.3247028 2.42175456 0.58822011 0.96865412 
mmu-miR-361-5p -0.10491028 5.0771021 0.58987868 0.96865412 
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mmu-miR-676-3p -0.18732794 4.00831825 0.59679699 0.96865412 
mmu-miR-700-3p 0.29141844 2.17053712 0.60061372 0.96865412 
mmu-miR-23b-3p 0.06518607 8.45944397 0.60788521 0.96865412 
mmu-miR-450b-5p 0.11521185 2.81881781 0.61053159 0.96865412 
mmu-let-7f-2-3p 0.27882908 2.31355589 0.61095519 0.96865412 
mmu-miR-181a-2-3p -0.16041799 2.54538167 0.61189066 0.96865412 
mmu-miR-434-5p 0.23211529 2.9931904 0.61688171 0.96865412 
mmu-miR-10a-3p 0.10044994 6.14417169 0.61962491 0.96865412 
mmu-miR-574-5p 0.2258335 3.39644921 0.62691371 0.96928166 
mmu-miR-361-3p -0.0594319 7.72056266 0.62787476 0.96928166 
mmu-miR-125b-5p -0.05421286 9.6446944 0.63679447 0.97477837 
mmu-miR-26b-5p -0.05051586 10.8158753 0.65089146 0.97477837 
mmu-miR-28a-5p -0.07718497 6.06342608 0.65167002 0.97477837 
mmu-miR-143-5p -0.13309885 4.07602332 0.65353883 0.97477837 
mmu-miR-29b-2-5p -0.21272547 2.09670493 0.65369817 0.97477837 
mmu-miR-222-3p -0.10184726 4.58951979 0.65675628 0.97477837 
mmu-miR-350-3p 0.17842313 3.47175955 0.65906068 0.97477837 
mmu-miR-96-5p -0.12997581 4.93325867 0.6779357 0.98024017 
mmu-miR-467a-5p 0.08522918 3.1494788 0.68546065 0.98024017 
mmu-miR-365-2-5p 0.21901274 2.32244135 0.6858488 0.98024017 
mmu-miR-423-5p -0.06038923 7.33441239 0.6874697 0.98024017 
mmu-miR-674-5p 0.14981554 2.34373507 0.68999066 0.98024017 
mmu-miR-99b-5p 0.0556976 9.40797112 0.69197501 0.98024017 
mmu-miR-29a-3p -0.04385248 11.6309869 0.69688089 0.98024017 
mmu-miR-741-3p 0.14964032 3.2592566 0.69722834 0.98024017 
mmu-miR-652-3p -0.13656354 3.54949097 0.70223444 0.98024017 
mmu-miR-106b-5p 0.09620539 5.36800147 0.70243931 0.98024017 
mmu-let-7b-3p -0.06057318 4.07751381 0.70755627 0.98183369 
mmu-miR-450a-5p -0.05703414 6.3970552 0.72173954 0.98889851 
mmu-miR-194-2-3p -0.06383028 6.64648266 0.72411743 0.98889851 
mmu-miR-362-3p 0.08750242 5.32660849 0.72465842 0.98889851 
mmu-miR-145a-5p 0.04657966 9.49803327 0.74042054 0.990371 
mmu-miR-24-1-5p 0.1143087 3.29665728 0.74900945 0.990371 
mmu-miR-501-3p -0.07203318 4.19706351 0.75195052 0.990371 
mmu-miR-29b-3p 0.05981473 6.83838055 0.75532722 0.990371 
mmu-miR-465b-5p -0.20647282 2.27668173 0.75960893 0.990371 
mmu-miR-671-3p -0.05716552 4.05543167 0.76627824 0.990371 
mmu-miR-27a-3p 0.0438367 10.7629906 0.76728724 0.990371 
mmu-miR-330-5p -0.13477401 2.72335224 0.77009651 0.990371 
mmu-miR-503-3p 0.04362625 2.53395758 0.77434897 0.990371 
mmu-miR-155-5p 0.06270162 4.35867121 0.77914054 0.990371 
mmu-miR-28a-3p -0.03662573 6.46511086 0.78412666 0.990371 
mmu-miR-592-5p -0.07632633 4.62706301 0.78669818 0.990371 
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miARN logFC logCPM PValue FDR 
mmu-miR-32-5p -0.03113582 6.70351801 0.79055594 0.990371 
mmu-miR-24-3p 0.03087316 9.95982945 0.79995049 0.990371 
mmu-let-7c-5p 0.02690637 13.762667 0.80051297 0.990371 
mmu-miR-195a-5p 0.04500837 5.89478813 0.80653484 0.990371 
mmu-miR-214-3p -0.06027546 3.89612993 0.81173819 0.990371 
mmu-miR-21a-5p 0.026773 16.1406 0.81251677 0.990371 
mmu-miR-122-5p -0.02247956 17.3660803 0.81518605 0.990371 
mmu-miR-598-3p 0.05667156 4.15675259 0.81532786 0.990371 
mmu-miR-31-3p 0.1097595 2.10994275 0.8178322 0.990371 
mmu-miR-7b-5p 0.02734372 11.1889161 0.82109484 0.990371 
mmu-miR-328-3p -0.04343861 6.81893948 0.82282966 0.990371 
mmu-miR-200a-3p 0.03645291 8.61708402 0.8307562 0.990371 
mmu-miR-3105-3p 0.11995086 2.85109424 0.83259939 0.990371 
mmu-miR-191-5p -0.02521558 10.9321779 0.83775243 0.990371 
mmu-miR-137-3p -0.08091214 2.92009288 0.84376461 0.990371 
mmu-miR-15a-5p 0.06772862 4.50451075 0.85355313 0.990371 
mmu-miR-214-5p -0.00855333 3.31997765 0.85491501 0.990371 
mmu-miR-15b-5p 0.02606256 5.35042447 0.85544731 0.990371 
mmu-miR-101b-3p 0.0267991 9.67368851 0.86050956 0.990371 
mmu-miR-193a-5p 0.05436714 3.59706832 0.863442 0.990371 
mmu-miR-181c-5p 0.06388414 2.52072902 0.86435419 0.990371 
mmu-miR-93-5p -0.02261993 8.1769257 0.8734065 0.990371 
mmu-miR-144-3p -0.18957302 2.84944596 0.87346519 0.990371 
mmu-miR-541-5p 0.05313828 3.60288451 0.87689953 0.990371 
mmu-miR-335-3p 0.03355331 6.08120615 0.87812311 0.990371 
mmu-miR-26b-3p -0.0802028 3.07153063 0.88195801 0.990371 
mmu-miR-126a-5p 0.01765726 10.4457022 0.89198295 0.990371 
mmu-miR-411-5p 0.03766637 3.44507186 0.90054354 0.990371 
mmu-miR-326-3p -0.15619317 1.95821521 0.90540806 0.990371 
mmu-miR-151-3p -0.0234361 7.60910462 0.90578086 0.990371 
mmu-miR-362-5p 0.06613426 4.12180118 0.91482198 0.990371 
mmu-miR-30b-5p -0.00966752 9.78767588 0.91567993 0.990371 
mmu-miR-27b-3p -0.01118715 13.7254075 0.91675913 0.990371 
mmu-miR-345-3p 0.03646796 3.80465909 0.91873853 0.990371 
mmu-miR-132-5p 0.11944281 2.28558486 0.92102248 0.990371 
mmu-miR-434-3p -0.08627846 2.24978586 0.92192919 0.990371 
mmu-miR-103-3p -0.01299311 10.8404121 0.92910984 0.990371 
mmu-miR-1843a-5p -0.01204075 8.4371152 0.93119567 0.990371 
mmu-miR-872-5p -0.02107919 6.98228801 0.93183116 0.990371 
mmu-miR-181a-1-3p 0.03403461 2.93059663 0.93742962 0.990371 
mmu-let-7c-1-3p -0.0057653 2.71822897 0.93824621 0.990371 
mmu-miR-429-3p -0.02943094 5.18351672 0.94803791 0.99313849 
mmu-miR-340-3p -0.01319975 5.53508787 0.94890965 0.99313849 
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miARN logFC logCPM PValue FDR 
mmu-miR-100-5p 0.00560535 10.6113969 0.96324543 0.99627033 
mmu-let-7f-1-3p -0.00173731 4.23796149 0.96780372 0.99627033 
mmu-miR-1948-5p -0.01132494 4.38059608 0.96855111 0.99627033 
mmu-miR-574-3p 0.00936574 4.46989171 0.96942239 0.99627033 
mmu-let-7i-5p -0.00321063 12.5778685 0.9743263 0.99627033 
mmu-miR-181a-5p -0.00345197 7.84653946 0.97610291 0.99627033 
mmu-miR-125a-5p -0.00271315 8.96098871 0.99285935 1 
mmu-miR-187-3p 0.0067814 4.86971879 1 1 
mmu-miR-223-5p -0.07505897 2.82218553 1 1 
mmu-miR-181c-3p -0.03693757 2.85155237 1 1 
mmu-miR-15b-3p -0.01736502 3.21432569 1 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Gráfica de expresión relativa  y media (MA plot) que muestra el nivel de expresión diferencial entre 
ambos grupos junto a la media del nivel de expresión de los miARN’s analizados. En rojo aparecen los miARN’s 
diferencialmente expresados. 
 
2. RED DE INTERACCIÓN MIARN–ARNM 
Debido a su actividad reguladora post-transcripcional, un pequeño cambio en los niveles de 
expresión de un miARN puede implicar un importante efecto biológico. Con el fin de identificar las 
implicaciones funcionales de los resultados obtenidos, se ha generado una red de interacción 
miARN-ARNm, integrando los potenciales genes diana de los miARN’s diferencialmente expresados 
entre ambas condiciones. La red de interacción contiene un total de 279 genes, potencialmente 
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regulados por al menos 2 de los 4 miARN’s diferencialmente expresados (Figura 18). De entre estos, 
se han identificado 12 genes como potencial diana común de los 4 miARN’s diferencialmente 
expresados (Tabla 6). 
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Figura 18: Red de interacción entre los miARN’s diferencialmente expresados tras el experimento junto con 
sus potenciales genes dianas. El tamaño de los puntos de cada gen correlaciona directamente con el número 
de interacciones con los miARN’s. 
 
Tabla 6: Lista y descripción de los 12 genes diana de los 4 miARN’s diferencialmente expresados.  
Simbolo de gen Descripción 
Ccdc117 Proteína 117 con dominio en espiral 
Ntrk2 Receptor neurotrófico tirosina quinasa tipo 2 
Mrpl17 Proteína ribosomal de la mitocondria L17 
Timm22 Translocasa 22 de la membrana interna de la mitocondria 
Zfp945 Proteína con dedo de zinc 945 
Ubxn7 Proteína 7 con dominio UBX 
Tmem71 Proteína transmembrana 71 
Slc30a7 Miembro 7 de la familia de transportadores de solutos (transportador de zinc) 
Gucy1a2 Ciclasa guanilato 1 soluble alfa 2 
4931406C07Rik ADNc RIKEN 4931406C07 
Zdhhc21 Dedo de zinc 21 con dominio DHHC 
Dclk1 Quinasa 1 similar a doblecortina 
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3. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS MICRO ARN’S IDENTIFICADOS 
Finalmente, se ha realizado un análisis de enriquecimiento funcional a partir de los 279 
genes incluidos en la red de interacción, utilizando la base de datos Panther, para identificar vías 
metabólicas potencialmente sobre-representadas en las cuales participan los genes diana 
identificados. El resultado muestra que los miARN’s regulados por el consumo de una dieta 
suplementada en HT en el hígado de ratón están implicados en importantes vías metabólicas tales 
como la vía de señalización Wnt (P00057), la vía de señalización por el receptor de colecistoquinina B 
(CCKR) (P06959) y la vía de señalización de inflamación a través de citoquinas y quimiocinas (P00031) 
(Figura 19). 
Figura 19: Resultados del enriquecimiento funcional de vías metabólicas entre los 279 genes incluidos en la red 
de interacción miARN- ARNm. Cada vía metabólica cuenta con al menos 5 genes anotados en ella. 
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CAPÍTULO 2: CREACIÓN Y ANÁLISIS INTEGRATIVO DE UNA BASE DE DATOS A PARTIR 
DE EXPERIMENTOS DE NUTRIGENÓMICA EN CÉLULAS HUMANAS. 
1. AGRUPAMIENTO JERÁRQUICO DE EXPERIMENTOS COMPLETOS DE NUTRIGENÓMICA 
El flujo de trabajo para el análisis integrativo se encuentra resumido en la figura 20. 
Utilizando la primera base de datos, obtenida a partir de las búsquedas realizadas hasta Enero de 
2017, se ha realizado un análisis de agrupamiento jerárquico de los experimentos utilizando los 
valores de expresión diferencial log2 FC. La matriz de datos obtenida integra los resultados de hasta 
18 arrays de expresión distintos, y por ello presenta la limitación de que sólo los genes comunes a 
todos los arrays de expresión han podido ser utilizados para el análisis integrativo. Para la 
integración de los datos de expresión de todos los arrays, se ha utilizado el identificador de gen 
correspondiente al identificador “Entrez”. Efectivamente se da el caso de que dependiendo del array 
de expresión utilizado, el mismo gen puede estar identificado por símbolos distintos, debido a las 
actualizaciones de los símbolos de genes que ocurren constantemente en las bases de datos 
genómicas más utilizadas. El identificador “Entrez” se mantiene estable en la base de datos del 
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI).  
Figura 20: Esquema del flujo de trabajo para el análisis integrativo de la primera versión de la base de 
datos de experimentos de nutrigenómica. 
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Tras la integración de los datos de expresión de los genes comunes analizados en los 
distintos arrays de expresión, se ha obtenido una matriz con 4.659 genes presentes en 73 
experimentos de nutrigenómica. El dendrograma resultante del análisis de agrupamiento jerárquico 
sobre estos datos corresponde a la figura 21. La inspección visual de este último revela que los 
experimentos tienden a agruparse de manera tejido-dependiente. Este resultado es coherente y se 
explica por la expresión de conjuntos de genes específicos a determinados tipos celulares. Por 
ejemplo, se han identificado: 
- Agrupamientos de células HeLa tras su tratamiento con distintos Tocotrienoles (TCT) (alfa, 
beta y gama). 
- Agrupamientos de células musculares (Miotubos) tras su tratamiento con distintos ácidos 
grasos (eicosapentaenoico, linoleico y oleico). 
- Agrupamientos de adipocitos CHUB-S7 tras su tratamiento con distintas dosis de folato y 
vitamina D. 
- Agrupamientos de células de placenta tras su tratamiento con aceite de pescado. 
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Figura 21: Dendrograma resultante del análisis de agrupamiento jerárquico a partir de los datos de expresión 
diferencial (log2 FC) obtenidos tras el análisis de cada experimento. Los dos grupos resaltados en colores azul y 
verde corresponden a grupos de experimentos tras el tratamiento con compuestos con potenciales 
propiedades anticancerígenas y antioxidantes/antiinflamatorias respectivamente.  
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Inspeccionando el dendrograma resultante del agrupamiento jerárquico, esta vez prestando 
atención al tipo de compuesto utilizado en el experimento, se han identificado relaciones 
potencialmente interesantes entre los distintos grupos. Existe un grupo relativamente grande 
(Figura 21 en verde) que agrupa distintos tipos celulares tras su tratamiento con TCT (presente 
naturalmente en aceites vegetales), ácido lisofosfatídico (un lípido bioactivo con propiedades 
similares a las de los factores de crecimiento), hidroxicolesterol, dos distintos extractos de 
amorfrutinas (AMF) y tratamientos con diferentes cepas de Lactobacillus (LB). Paradójicamente, los 
4 tratamientos con distintos extractos de AMF se agrupan en 2 grupos diferentes y relativamente 
distantes. Dado que los tratamientos realizados con estos extractos han utilizado la misma 
concentración de 30µM, este resultado evidencia la diferente actividad biológica que provocan 
respectivamente los tratamientos con los extractos de AMF 2-3 y 1-4. 
La identificación del grupo coloreado en verde (figura 21), que agrupa distintos compuestos 
y tipos celulares, indica que estos compuestos podrían compartir propiedades biológicas, 
independientemente del tipo celular utilizado para el tratamiento. Efectivamente los compuestos 
incluidos en este grupo ya han demostrado previamente su capacidad antioxidante y 
antiinflamatoria (77-80). Con el objetivo de extraer información funcional sobre los efectos 
biológicos de estos compuestos, se han buscado coincidencias entre los 3.000 genes con mayor 
significancia estadística, obtenidos en cada uno de los resultados de expresión diferencial de los 
experimentos independientes incluidos en este grupo. Sin embargo las coincidencias son 
prácticamente inexistentes, lo cual impide profundizar en los mecanismos moleculares que pudieran 
compartir los tratamientos utilizando los compuestos con potencial actividad antioxidante y 
antiinflamatoria incluidos en este grupo. 
2. AGRUPAMIENTO DE TRATAMIENTOS CON COMPUESTOS POTENCIALMENTE 
ANTICANCERÍGENOS 
Continuando con la inspección visual del dendrograma (Figura 21), se ha identificado otro 
grupo de experimentos  (coloreado en azul), el cual agrupa distintas células de origen cancerígeno 
(MCF7, HT29 y subtipos de MDA) expuestas a compuestos con potencial uso en alimentación, y que 
previamente han demostrado poseer propiedades anticancerígenas. Estos compuestos son el Indole-
3-carbinol (I3C) (81), un extracto de romero (RSM), el ácido carnósico (CA), la witaferina A (WFNA) 
(82), el sulforafano (SFP) (83) y el resveratrol (RVT) (84). De este modo postulamos que estos 
compuestos podrían estar ejerciendo sus potenciales efectos anticancerígenos mediante un 
mecanismo o modo de acción en común. También es oportuno señalar que otros 2 experimentos 
que emplean el tratamiento con un extracto de RSM, a concentraciones de 60 y 100μg/mL 
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respectivamente, no se encuentran en el grupo identificado. Este hecho puede ser debido a las 
diferentes concentraciones de RSM utilizadas en los experimentos, las cuales son mayores que las 
del experimento con RSM incluido en el grupo coloreado en azul, realizado en células HT29 y 
utilizando una concentración de RSM de 30 μg/mL (los detalles del estudio son accesibles a través 
del identificador de GEO GSE65722). Las altas concentraciones de RSM utilizadas podrían ser 
demasiado elevadas e inducirían pronunciados niveles de muerte celular dirigidos por otros 
mecanismos moleculares. 
3. DETERMINACIÓN DE LA INFLUENCIA DE LOS EFECTOS-LOTE (“BATCH- EFFECTS”)  
Los efectos-lote pueden influir en los patrones de agrupamiento observados en el 
dendrograma generado, el cual podría estar mostrando relaciones entre experimentos debidas a 
factores sin origen biológico, como por ejemplo experimentos generados en un mismo laboratorio, 
por un mismo técnico o incluso utilizando los mismos protocolos experimentales. Estos efectos 
aparecen cuando se analizan de manera integrativa distintos experimentos generados con arrays de 
expresión, con el objetivo de aumentar la robustez estadística de los resultados de expresión 
diferencial de genes en el estudio de enfermedades o tratamientos específicos, procedimiento 
conocido como meta-análisis. Generalmente en este tipo de análisis se utilizan los valores de 
expresión normalizados para cada muestra del experimento. Sin embargo, en el caso de este trabajo 
doctoral, cada experimento ha sido analizado de manera independiente, y se ha utilizado el valor de 
expresión diferencial para el agrupamiento jerárquico, con lo cual los resultados del agrupamiento 
jerárquico no deberían estar influenciados por los efectos-lote. 
Para determinar la influencia de los efectos-lote en el dendrograma obtenido, se ha 
realizado el mismo proceso de integración de resultados, a partir de los mismos experimentos, 
utilizando esta vez el valor medio de expresión de cada gen en todos los arrays incluidos en el 
experimento (columna “AveExpr” del archivo de resultados, tabla 2), en lugar del valor log2 FC. 
Analizando la figura obtenida (Figura 22), en el nuevo dendrograma ya no es posible encontrar los 
grupos de experimentos identificados previamente en la figura 21. Además se aprecia claramente 
como todos los experimentos se encuentran agrupados estrictamente según el estudio de 
procedencia, ya que posiblemente fueron generados en el mismo laboratorio. Estas observaciones 
demuestran un pronunciado efecto-lote cuando se utilizan los valores medios de expresión génica 
para un análisis integrativo, en lugar de los valores de expresión diferencial log2 FC. De este modo, 
se puede concluir que el análisis de agrupamiento jerárquico realizado originalmente en este trabajo 
no sufre de tales efectos, y los grupos identificados pueden ser explicados por la presencia de modos 
de acción o mecanismos moleculares comunes a los compuestos incluidos. 
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Figura 22: Dendrograma obtenido a partir del agrupamiento jerárquico de los experimentos de nutrigenómica 
utilizando el valor medio de expresión de cada gen en todos los arrays de cada experimento. El agrupamiento 
observado se da en función de cada estudio. En amarillo están señalados los experimentos que estaban 
incluidos en el grupo identificado (azul), que incluye compuestos con potenciales efectos anticancerígenos. 
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4. IDENTIFICACIÓN DE UNA FIRMA MOLECULAR DE 18 GENES CON PROPIEDADES 
ANTICANCERÍGENAS 
Con el objetivo de identificar un mecanismo molecular común a los compuestos con 
potencial anticancerígeno identificados durante el agrupamiento jerárquico, se ha realizado una 
búsqueda de genes diferencialmente expresados en común en los experimentos identificados. Para 
ello se ha seleccionado un experimento de cada rama del grupo azul identificado en el agrupamiento 
jerárquico (Figura 21) como representante de cada compuesto con potenciales propiedades 
anticancerígenas. De esta manera se han seleccionado un total de 4 experimentos tras el 
tratamiento con 4 compuestos: CA, WFNA, SFP y RVT a 150nM. Con el fin de aumentar las 
posibilidades de encontrar coincidencias, y también debido a su alejamiento del grupo principal, los 
experimentos realizados con I3C no han sido incluidos en esta comparación. Tampoco se ha incluido 
el experimento realizado con RSM y células HT29, ya que naturalmente el CA se encuentra presente 
de manera abundante en el RSM. De hecho los resultados de ambos experimentos presentan una 
alta correlación al estar agrupados en una misma rama del dendrograma (Figura 21). 
A partir de los resultados de expresión diferencial de estos 4 experimentos, analizados de 
manera independiente, se observa un importante solapamiento entre los 3.000 genes con mayor 
significancia estadística (Figura 23). De este modo, a partir de los 160 genes en común 
diferencialmente expresados entre los 4 experimentos, se ha realizado un análisis de 
enriquecimiento de los procesos biológicos en los cuales este conjunto de genes participa (Tabla 7). 
Los resultados de este análisis funcional muestran el término GO:0000278 (“mitotic cell cycle”) como 
el termino enriquecido más estadísticamente significativo, y engloba un total de 18 genes. 
Efectivamente este hallazgo tiene mucho sentido desde el punto de vista de una firma molecular con 
propiedades anticancerígenas, ya que afecta al ciclo de división celular. Además la inspección de los 
valores de expresión diferencial de los 18 genes seleccionados muestra un pronunciado patrón 
común de represión en todos los experimentos incluidos en el grupo de compuestos con potenciales 
propiedades anticancerígenas (Tabla 8). La lista de genes incluidos en la firma molecular identificada 
y su descripción se encuentra disponible en la tabla 9. 
 
 
  
  RESULTADOS 
92 
 
Figura 23: Diagrama de Venn que muestra el solapamiento de los genes diferencialmente expresados en los 4 
experimentos seleccionados, tras el tratamiento con distintos compuestos con potenciales propiedades 
anticancerígenas. 
Tabla 7: Resultados del análisis funcional de los 160 genes identificados en común entre 4 experimentos del 
grupo de compuestos con potenciales propiedades anticancerígenas. La tabla muestra los 20 procesos 
biológicos más estadísticamente significativos. 
Items 
Items 
Details Support 
List 
size 
Reference 
Support 
Reference 
size Hyp Hyp_c Genes 
GO:0000278 
mitotic cell 
cycle (BP) 18 160 304 34208 6.34E-15 4.90E-12 
CDC7, KNTC1, PRIM1, 
TUBA4A, RFC4, NDE1, SKP2, 
KIF2C, CENPK, CCNB1 , 
CENPF, GINS2, CENPE, 
TYMS, CDK4 ,KIF20A , 
MCM3, NUP107 
GO:0051301 
cell 
division 
(BP) 16 160 286 34208 5.17E-13 2.00E-10 
CDC7, KNTC1, HELLS, NDE1, 
CDCA7L, KIF2C, NCAPD2, 
KIF11, TIPIN, CCNB1, CENPF, 
CENPE, TIMELESS, ASPM, 
CDK4 ,KIF20B 
GO:0006260 
DNA 
replication 
(BP) 12 160 152 34208 8.36E-12 2.15E-09 
CDC7, PRIM1, PHB, RFC4, 
CENPF, GINS2, TYMS, 
TOP2A, RNASEH2A, RRM1, 
TNFAIP1, MCM3 
GO:0000087 
M phase of 
mitotic cell 
cycle (BP) 9 160 95 34208 7.12E-10 1.37E-07 
KNTC1, NDE1, KIF2C, 
CENPK, CENPF, CENPE, 
KIF20A, NUP107, KIF20B 
GO:0000236 
mitotic 
prometapha
se (BP) 8 160 85 34208 6.81E-09 1.05E-06 
KNTC1, NDE1, KIF2C, 
CENPK, CCNB1, CENPF, 
CENPE, NUP107 
GO:0006916 
anti-
apoptosis 
(BP) 9 160 200 34208 4.69E-07 6.04E-05 
NFKBIA, HELLS, THBS1, 
CITED2, HMOX1, PEA15, 
BIRC3, ADAM17, ANXA4 
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Items 
Items 
Details Support 
List 
size 
Reference 
Support 
Reference 
size Hyp Hyp_c Genes 
GO:0006979 
response to 
oxidative 
stress (BP) 7 160 110 34208 9.12E-07 0.000100593 
DUSP1, GCLM, TXNRD1, 
SLC7A11, HMOX1, SRXN1, 
EPAS1 
GO:0007049 
cell cycle 
(BP) 12 160 435 34208 1.09E-06 0.000104992 
DUSP1, HELLS, NCAPD2, 
KIF11, TIPIN, CKAP2, PIM1, 
TIMELESS, ASPM, E2F8, 
CDK4, KIF20B 
GO:0055086 
nucleobase
-containing 
small 
molecule 
metabolic 
process 
(BP) 6 160 77 34208 1.72E-06 0.000132585 
TXNRD1, GLRX, PAICS, 
TYMS, RRM1, CAD 
GO:0042493 
response to 
drug (BP) 10 160 301 34208 1.71E-06 0.00014629 
GCLM, THBS1, HMGCS1, 
CCNB1, CENPF, HADH, 
TYMS, TOP2A, ADAM17, 
CDK4 
GO:0000723 
telomere 
maintenanc
e (BP) 5 160 50 34208 3.76E-06 0.000241768 
PARP1, PRIM1, TINF2, RFC4, 
XRCC5 
GO:0033261 
regulation 
of S phase 
(BP) 3 160 7 34208 3.47E-06 0.000243295 CDC7, TIPIN, TIMELESS 
GO:0007018 
microtubul
e-based 
movement 
(BP) 6 160 90 34208 4.29E-06 0.000254751 
TUBA4A, KIF2C, KIF11, 
CENPE, KIF20A, KIF20B 
GO:0000082 
G1/S 
transition 
of mitotic 
cell cycle  7 160 145 34208 5.77E-06 0.000318248 
CDC7, PRIM1, SKP2, CCNB1, 
TYMS, CDK4, MCM3 
GO:0008219 
cell death 
(BP) 7 160 156 34208 9.32E-06 0.000479774 
OPTN, TPP1, SLC33A1, 
HMOX1, TNFRSF12A, CLN3, 
GBA 
GO:0006879 
cellular 
iron ion 
homeostasi
s (BP) 5 160 63 34208 1.19E-05 0.000509145 
FTH1, ATP6V0D1, HMOX1, 
MCOLN1, ATP6V0B 
GO:0006271 
DNA 
strand 
elongation 
involved in 
DNA 
replication 
(BP) 4 160 30 34208 1.15E-05 0.00052171 PRIM1, RFC4, GINS2, MCM3 
GO:0007596 
blood 
coagulation 
(BP) 11 160 457 34208 1.12E-05 0.000539751 
MAFG, THBS1, TUBA4A, 
ITGA3, CABLES1, SLC7A11, 
KIF2C, KIF11, ITGAV, 
CENPE, ITGA2 
GO:0000084 
S phase of 
mitotic cell 
cycle (BP) 6 160 112 34208 1.51E-05 0.000615431 
PRIM1, RFC4, SKP2, GINS2, 
CDK4, MCM3 
GO:0051987 
positive 
regulation 
of 
attachment 
of spindle 
microtubul
es to 
kinetochore 2 160 2 34208 2.17E-05 0.000839193 CCNB1, CENPE 
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Tabla 9: Detalles de los 18 genes incluidos en la firma molecular identificado con propiedades 
anticancerígenas. 
 
5. LA FIRMA MOLECULAR DE 18 GENES IDENTIFICA COMPUESTOS CON POTENCIAL 
ANTICANCERÍGENO  
Para continuar evaluando el potencial anticancerígeno de la firma molecular identificada, se 
ha analizado la expresión diferencial de estos genes en todos los experimentos incluidos en la base 
de datos mediante un mapa de calor (Figura 24). Como era de esperar, los compuestos presentes en 
el grupo identificado como potencialmente anticancerígeno (WFNA, SFN, RVT, and RSM) se agrupan 
de manera muy próxima en base a la expresión diferencial de estos 18 genes. Los tratamientos con 
I3C en diferentes células cancerígenas también se agrupan con estos compuestos, pero el nivel de 
represión de los genes de la firma genómica identificada es variable en función de la línea celular, 
concretamente es menor en los subtipos de células MDA. El tratamiento con CA en células HT29 se 
encuentra muy próximo al grupo que engloba los compuestos potencialmente anticancerígenos 
debido al menor nivel de represión obtenido en los genes de la firma genómica. 
Sorprendentemente se observan 2 experimentos no identificados anteriormente dentro del 
grupo de compuestos potencialmente anticancerígenos: Macrófagos tratados con diferentes cepas 
de LB rhamnosus y células CaCo2 tratadas con trans-resveratrol (TRVT). Tal observación podría 
Simbolo de gen Descripción 
CCNB1 Ciclina B1 
CDC7 Proteína de ciclo de división celular 7 
CDK4 Quinasa 4 dependiente de ciclina 
CENPE Proteína E asociada a centrómero 
CENPF Proteína F asociada a centrómero 
CENPK Proteína K asociada a centrómero 
GINS2 Subunidad 2 del complejo GINS 
KIF20A Miembro 20A de la familia de quinesinas 
KIF2C Miembro 2C de la familia de quinesinas 
KNTC1 Proteína asociada al quinetocoro 1 
MCM3 Componente 3 del complejo de mantenimiento de minicromosoma 
NDE1 Proteína 1 de distribución nuclear E 
NUP107 Nucleoporina 107 
PRIM1 Subunidad 1 de primasa de ADN 
RFC4 Subunidad 4 del factor de replicación C 
SKP2 Proteína quinasa 2 asociada a la fase S 
TUBA4A Tubulina alfa 4A 
TYMS Sintasa de timidilato 
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explicarse por la estrecha relación existente entre los procesos biológicos de ciclo celular y estrés 
oxidativo, dado que microorganismos como LB han demostrado ejercer efectos positivos sobre el 
estrés oxidativo celular (85). Del mismo modo, se observa que de los 3 experimentos que emplean 
un tratamiento con RSM, únicamente el experimento que utiliza la mayor concentración (100μg/mL) 
se encuentra en el grupo de los compuestos con potencial anticancerígeno. Esta última observación 
confirma que altas concentraciones de RSM son altamente efectivas para arrestar el ciclo e inducir 
muerte celular, como ya se ha observado previamente (22). 
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Figura 24: Mapa de calor del nivel de expresión diferencial de los genes incluidos en la firma genómica con 
potencial anticancerígeno en todos los experimentos de la base de datos. Los valores de log2 FC han sido 
estandarizados a nivel de las filas. 
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CAPÍTULO 3: DESARROLLO DE UNA APLICACIÓN WEB PARA MINERÍA DE DATOS EN 
NUTRIGENÓMICA. 
1. VISIÓN GENERAL DE LA APLICACIÓN WEB 
La aplicación web de minería de datos en nutrigenómica desarrollada durante este trabajo 
de doctorado, titulada NutriGenomeDB, se encuentra públicamente disponible y totalmente 
accesible a través del siguiente enlace: http://nutrigenomedb.org/ 
NutriGenomeDB está basada en las firmas moleculares obtenidas tras el análisis de los 
experimentos de nutrigenómica identificados en GEO, y que han cumplido con los criterios de 
inclusión. De esta manera, la aplicación contiene un total de 61 estudios de nutrigenómica, los 
cuales representan un total de 231 experimentos de expresión diferencial. Cada uno de estos 
experimentos se caracteriza por una firma molecular compuesta por el conjunto del 10% de los 
genes diferencialmente expresados, y ordenados en función de su significancia estadística. De un 
total de 568.463 genes seleccionados para construir las firmas moleculares albergadas en la 
aplicación web, 156.374 han obtenido un valor p ajustado inferior o igual a 0.05. De este modo, el 
número de genes incluidos en las firmas moleculares varía entre 1.500 y 3.000, dependiendo del 
array de expresión utilizado para el análisis experimental. 
La aplicación web de minería de datos en nutrigenómica se compone de dos módulos 
funcionales: 
 - Módulo exploratorio: permite explorar el nivel de expresión diferencial de genes a lo largo 
de todos los experimentos incluidos en la base de datos. Los resultados se presentan en forma de 
tablas y visualizaciones interactivas, las cuales pueden ser descargadas por el usuario. 
 - Módulo analítico: permite comparar y cuantificar la similitud entre una firma molecular 
externa con las firmas moleculares obtenidas de los experimentos de nutrigenómica presentes en la 
base de datos. Su objetivo es conectar los mecanismos moleculares que provocan tratamientos 
específicos con drogas o medicamentos, con aquellos provocados por los compuestos con potencial 
uso en alimentación. Las conexiones identificadas se pueden cuantificar mediante el número de 
genes en común entre las 2 firmas moleculares, y también mediante la puntuación NES. Un valor 
NES elevado revela que los genes identificados en común se encuentran fuertemente 
sobreexpresados en ambas firmas moleculares, y viceversa. 
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2. EXPLORACIÓN DE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN DIFERENCIAL: EJEMPLO DE LA FIRMA 
MOLECULAR POTENCIALMENTE ANTICANCERÍGENA IDENTIFICADA 
 El módulo exploratorio puede ser interrogado utilizando uno o varios símbolos de genes 
humanos. Dispone de una consulta de ejemplo, y de carga automática, que incluye un conjunto de 
genes implicados en el metabolismo del colesterol. El resultado presenta una tabla interactiva que 
incluye únicamente los experimentos donde los genes interrogados aparecen incluidos en su 
respectiva firma molecular. Se muestra la correspondiente información sobre los niveles de 
expresión diferencial obtenidos (valores de log2 FC), información estadística del análisis de los datos, 
así como información adicional sobre el diseño experimental y el estudio de origen (compuesto 
utilizado, concentraciones si estuvieran disponibles, identificador del estudio original en GEO). Cada 
experimento de la tabla obtenida se encuentra directamente enlazado al estudio que lo ha 
generado, mediante el identificador de GEO correspondiente. Para la inspección visual de estos 
resultados, es posible generar un gráfico de líneas, y descargarlo localmente en formato PNG (Figura 
25). Para los genes interrogados no incluidos en determinadas firmas moleculares, el gráfico muestra 
un valor de expresión diferencial log2 FC igual a 0. De esta manera es posible identificar visualmente 
patrones de co-expresión entre los genes interrogados. 
Figura 25: Captura de pantalla del gráfico de líneas generado en el módulo exploratorio de NutriGenomeDB. 
La consulta está compuesta por los 18 genes identificados en la firma molecular potencialmente 
anticancerígena identificada en el punto 5 del Capítulo 2. El gráfico generado es completamente interactivo y 
permite identificar patrones de co-expresión entre varios genes. En este ejemplo, el tratamiento de células ZR-
75 con I3C durante 24h (GSE55897) provoca la represión simultánea de 11 de los 18 genes interrogados. 
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3. ANÁLISIS DE FIRMAS MOLECULARES EXTERNAS 
El módulo analítico permite identificar potenciales conexiones entre los experimentos de 
nutrigenómica incluidos en la base de datos, y un perfil de expresión o firma molecular externa 
introducido en el módulo, característico de algún fenotipo determinado. La esencia de esta 
aproximación es que los alimentos y sus compuestos bioactivos podrían ejercer sus propiedades 
saludables actuando en las mismas dianas moleculares, o mediante los mismos mecanismos 
moleculares, que las drogas o medicamentos utilizados para el tratamiento de determinadas 
enfermedades. 
Para lanzar una consulta, los datos introducidos deben contener dos columnas: símbolos de 
genes humanos y valores de expresión diferencial en escala logarítmica en base 2. La aplicación 
ofrece unos datos de prueba de carga automática para ilustrar el formato requerido, 
correspondientes a un experimento tras un tratamiento con Metformina, un fármaco utilizado para 
el tratamiento de la diabetes de tipo 2. Los datos introducidos son comparados con las firmas 
moleculares de NutrigenomeDB utilizando el algoritmo GSEA de comparación de patrones de firmas 
moleculares (68). Los resultados obtenidos se presentan en una tabla interactiva, la cual informa 
sobre los experimentos de nutrigenómica de la base de datos potencialmente conectados con los 
datos externos introducidos, el número de genes identificados en común, así como información 
sobre el nivel de enriquecimiento en los genes sobreexpresados o reprimidos (puntuación NES). La 
tabla interactiva puede ser ordenada por el usuario en función de cualquier columna. Desde la 
misma tabla de resultados, también es posible lanzar un análisis de enriquecimiento de las funciones 
moleculares sobre representadas de los genes en común, con el fin de identificar los mecanismos 
moleculares compartidos entre la firma molecular externa y la firma molecular del experimento de 
nutrigenómica potencialmente conectado. 
4. CASO DE USO: EL FÁRMACO AMLODIPINO 
Para ilustrar la utilidad del módulo analítico de NutriGenomeDB, se han elegido unos datos 
de expresión génica obtenidos tras un tratamiento con Amlodipino, un fármaco comúnmente 
utilizado para el tratamiento de la hipertensión. Los datos provienen de un experimento de la base 
de datos GEO, con identificador GSE42808, que estudia el efecto del Amlodipino en la expresión 
génica de células humanas de endotelio de cordón umbilical. A partir de la lista de genes 
diferencialmente expresados en este experimento, se han seleccionado los 1.000 genes con mayor 
significancia estadística para definir la firma molecular que provoca el tratamiento con Amlodipino 
en las células utilizadas. 
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Tras lanzar la consulta desde NutriGenomeDB con los 1.000 genes identificados, la tabla de 
resultados informa sobre potenciales conexiones entre la firma molecular del Amlodipino y 
experimentos de nutrigenómica que emplean compuestos tales como la Englerina A, un extracto de 
RSM o el ácido linoleico conjugado trans-10,cis-12 (Figura 26). La tabla de resultados ha sido 
ordenada por orden creciente de la puntuación NES, con lo cual las conexiones del principio de la 
tabla informan sobre experimentos de nutrigenómica que provocan una fuerte represión de genes 
similar al tratamiento con el fármaco Amlodipino. 
Figura 26: Resultados obtenidos en el módulo analítico de NutriGenomeDB. La tabla presenta una lista de 
experimentos de nutrigenómica potencialmente conectados con la firma molecular externa introducida. Para 
cada experimento se muestra el número de genes en común (Genes), el valor de la puntuación NES (NES) e 
información experimental directamente enlazada al estudio de referencia. Los niveles de expresión de los 
genes identificados en común pueden ser inspeccionados a partir del enlace “Details”, situado a la derecha de 
la información experimental. El enlace de “Analysis”, situado en la columna de la derecha, permite lanzar un 
análisis de enriquecimiento funcional de funciones moleculares a partir de los genes identificados en común. 
 
Con el fin de identificar los mecanismos moleculares que explicarían las conexiones 
identificadas, desde la interfaz web de NutriGenomeDB se han lanzado distintos análisis de 
enriquecimiento funcional de los genes en común. El primer análisis, utilizando los 102 genes en 
común con el experimento que utiliza el producto natural Englerina A (“GSE86044 A498 Englerin A 
3h”), no ha revelado ninguna función molecular sobre-representada estadísticamente significativa. 
Sin embargo el segundo análisis funcional, utilizando los 86 genes en común identificados en el 
segundo experimento realizado con RSM (“GSE56496 SW620 Rosemary 30μg 48h”) ha revelado 
información potencialmente interesante (Figura 27). Las funciones moleculares más enriquecidas, y 
estadísticamente significativas, están estrechamente relacionadas con actividades de transporte de 
iones a través de las membranas celulares, y particularmente iones de Calcio. Efectivamente estos 
resultados encajan con el mecanismo molecular del fármaco Amlodipino, el cual actúa como 
bloqueador de los canales de Calcio para ejercer sus propiedades hipotensoras. 
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Figura 27: Representación en gráfico de barras de los resultados obtenidos desde NutriGenomeDB tras el 
enriquecimiento funcional de funciones moleculares. Se han utilizado los 86 genes en común identificados 
entre la firma molecular provocada por el tratamiento con Amlodipino en células humanas de endotelio de 
cordón umbilical, y la  obtenida en el experimento GSE56496 tras un tratamiento con RSM en células SW620. 
Sólo se muestran las funciones moleculares enriquecidas con significancia estadística (FDR <= 0.05). 
 
A partir del enlace “Details” del módulo analítico de NutriGenomeDB, también es posible 
inspeccionar el perfil de expresión diferencial de los genes en común entre la firma molecular 
interrogada y los experimentos de nutrigenómica potencialmente conectados. Como era de esperar, 
entre los genes relacionados con funciones moleculares de transporte transmembrana, algunos se 
encuentran fuertemente reprimidos en ambas firmas moleculares (Tabla 10). 
Tabla 10: Genes con funciones moleculares relacionadas con el transporte transmembrana de iones Calcio, y 
comúnmente reprimidos entre la firma molecular provocada por el tratamiento con Amlodipino en células 
humanas de endotelio de cordón umbilical, y el experimento de nutrigenómica altamente conectado 
correspondiente a un tratamiento con RSM en células SW620 (GSE56496).  
Gene 
Symbol 
log2FC 
Amlodipine 
log2FC GSE56496 
Rosemary 30ug 48h Description 
TRPV2 -1.327098208 -0.674827345 
Receptor 2 transitorio del canal de cationes 
subfamilia V miembro 2 
ATP2C2 -1.413693464 -1.119488698 
ATPasa secretora de la vía metabólica Ca2+ 
transportina 2 
GRIK2 -1.329016735 -1.027980433 
Subunidad 2 de tipo kainato del receptor ionotrópico 
de glutamato 
SORCS3 -2.566320697 -3.12378339 
Receptor 3 con dominio VPS10 relacionado con 
sortilina 
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5. AGRUPAMIENTO DE COMPUESTOS PRESENTES EN LA BASE DE DATOS MEDIANTE 
MAPAS DE CALOR 
NutriGenomeDB permite generar mapas de calor desde su módulo exploratorio, lanzando 
una consulta a partir de varios símbolos de genes. Los gráficos obtenidos son completamente 
interactivos y permiten inspeccionar detalladamente cada uno de los clústeres y patrones de 
expresión identificados. 
A partir de los resultados obtenidos tras el análisis de enriquecimiento funcional de los 
genes en común identificados entre las firmas moleculares provocadas por el fármaco Amlodipino y 
el experimento “GSE56496 SW620 Rosemary 30μg 48h”, se han seleccionado 11 genes anotados con 
una función molecular relacionada con el transporte transmembrana. Estos genes han sido utilizados 
para generar un mapa de calor, con el objetivo de encontrar grupos de compuestos con potencial 
uso en alimentación capaces de modular su expresión. El mapa de calor obtenido permite identificar 
un grupo formado por 16 experimentos de nutrigenómica, en los cuales al menos uno de los genes 
interrogados, relacionados con el transporte transmembrana, se encuentra incluido en la firma 
molecular que lo define (Figura 28). 
Figura 28: Visión general del mapa de calor generado desde NutriGenomeDB a partir de una selección de 11 
genes implicados en el transporte transmembrana. El color azul representa represión en la expresión 
diferencial, y rojo representa la sobreexpresión. El gráfico es completamente interactivo y permite seleccionar 
los distintos grupos identificados para su inspección detallada. En la imagen se ha seleccionado un grupo de 16 
experimentos de nutrigenómica que presenta interesantes patrones de represión. 
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La inspección detallada del grupo seleccionado (Figura 29) muestra que el gen ATP2B2 
(“ATPase secretory pathway Ca2+ transporting 2”) presenta una represión de su expresión 
consistente en 11 de los 16 experimentos de nutrigenómica agrupados. En el experimento 
GSE34074, correspondiente a un tratamiento de Fibroblastos con 100μM de genisteína durante 24h, 
se observa una importante represión de este gen. Esta observación es interesante ya que 
previamente se ha demostrado, utilizando distintos modelos animales, el potencial de la genisteína 
como compuesto para el tratamiento de la hipertensión (86-88). Paradójicamente, el mismo gen 
ATP2B2 también ha sido identificado en la firma molecular del fármaco Amlodipino, pero se 
encuentra ligeramente sobreexpresado. 
Figura 29: Visión detallada del grupo de 16 experimentos de nutrigenómica identificados en el mapa de calor, 
generado a partir de una selección de 11 genes con implicaciones en el transporte transmembrana. El 
experimento GSE56496, a partir del cual se han seleccionado los 11 genes, contiene valores de expresión 
diferencial para cada uno de ellos. El gen ATP2B2 muestra una represión consistente en 11 de los 
experimentos incluidos en el grupo seleccionado. GSE34074 (tratamiento de Fibroblastos con 100μM de 
Genisteína durante 24h) presenta la represión más importante de este gen. 
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Las intervenciones nutricionales han demostrado la capacidad de los alimentos y sus 
compuestos bioactivos para regular la expresión de los genes (89,90), y su potencial efecto protector 
para la prevención de determinadas enfermedades (91-93). Los datos de transcriptómica que se 
acumulan en los repositorios públicos, dónde cada vez se encuentran disponibles más experimentos 
de nutrigenómica, presentan un amplio potencial para profundizar en el conocimiento de los 
mecanismos moleculares que influyen en la capacidad de la dieta para modular la salud. Este trabajo 
doctoral se ha centrado en el análisis de experimentos de nutrigenómica, recopilando datos de 
expresión génica disponibles en la base de datos GEO con el fin de realizar un análisis integrativo que 
permitiera extraer nuevos conocimientos. Todo ello se traduce en la publicación en línea de una 
plataforma web de minería de datos en nutrigenómica, disponible públicamente, que permite 
explorar el potencial nutrigenómico de los compuestos incluidos, así como conectar firmas 
moleculares externas con los experimentos de nutrigenómica. A partir de la comparación entre los 
perfiles de expresión génica obtenidos en experimentos de nutrigenómica y aquellos provocados por 
fármacos utilizados para el tratamiento de enfermedades, la plataforma de minería de datos 
desarrollada permite asignar potenciales efectos beneficiosos a alimentos y compuestos bioactivos. 
Además, gracias al análisis funcional de los genes coincidentes entre 2 perfiles de expresión 
diferencial o firmas moleculares, es posible aportar una explicación molecular para las propiedades 
saludables asignadas, mediante la identificación de potenciales mecanismos moleculares 
responsables. 
 
EL HIDROXITIROSOL MODULA LA EXPRESIÓN DE MICRO ARN’S EN EL HÍGADO DE 
RATONES 
Si bien cada vez más estudios evidencian que los compuestos bioactivos de los alimentos son 
capaces de modular la expresión de miARN’s en modelos animales (94,95), y en humanos (96), los 
estudios que han analizado el efecto del HT en la expresión de los elementos que componen el 
genoma son muy escasos. Por ejemplo, se ha estudiado el efecto del HT sobre miARN’s específicos in 
vitro: los miR-9 (97) y miR-146a (98). Hasta ahora, únicamente un estudio ha evaluado el efecto del 
HT en el miRNoma completo del intestino delgado de ratón (99). 
De entre los miARN’s identificados como diferencialmente expresados en el estudio 
presentado en este trabajo (Tabla 5), en respuesta al consumo  de una dieta suplementada con HT, 
el miR-802-5p ha sido previamente descrito como un actor importante en la desregulación del 
metabolismo de la glucosa, participa en la señalización celular por angiotensina, y se encuentra 
sobreexpresado en sujetos obesos (100,101). Curiosamente, en un estudio previo, este miRNA ha 
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mostrado una regulación similar, esta vez en intestino de ratones (99). La regulación de dicho miRNA 
en dos tejidos diferentes indica que este podría ser una diana potencial del hidroxitirosol. En el caso 
de miR-423-3p, sus niveles de expresión han sido asociados positivamente con el crecimiento celular 
en casos de cáncer de hígado y colon (102,103). En cuanto al miR-30a-5p, se ha descrito que su 
inducción mejora procesos de fibrosis en el hígado (104), y también suprime el crecimiento de 
cáncer mamario y metástasis (104,105). Finalmente el miR-146b ha demostrado su potencial para 
disminuir la esteatosis hepática no-alcohólica (106), aunque también su represión podría promover 
el crecimiento de células cancerígenas y la metástasis (107). El análisis de enriquecimiento funcional 
realizado a partir de los genes diana de estos 4 miARN’s (Figura 19), utilizando anotaciones de vías 
metabólicas de la base de datos Panther, no ha hecho más que confirmar su potencial implicación en 
la regulación de importantes vías de señalización celular: señalización Wnt (P00057), señalización 
por el receptor de colecistoquinina B (CCKR) (P06959) y señalización de inflamación a través de 
citoquinas y quimiocinas (P00031). Estos resultados se reflejan en el segundo trabajo de 
investigación publicado presente en el apartado Anexo. 
El análisis funcional de los miARN’s no es un proceso estandarizado, y por ello los resultados 
obtenidos pueden variar considerablemente en función del método elegido. El análisis funcional de 
estas moléculas se realiza a partir de sus genes diana. Para la búsqueda de genes diana, existen 
multitud de algoritmos que utilizan diferentes esquemas de puntuación para realizar predicciones de 
interacción entre un miARN y su gen diana. La coincidencia por complementariedad de secuencia 
entre un transcrito y la región semilla del miARN es el parámetro que generalmente aporta mayor 
peso a la puntuación obtenida. Además algunos algoritmos también incorporan parámetros con 
información sobre la estabilidad energética de la interacción identificada, o el nivel de conservación 
de las secuencias semillas de los miARN’s (108,109). Incluso se ha desarrollado un algoritmo de 
aprendizaje automático para cuantificar la probabilidad de que se produzca una interacción entre el 
miARN y su ARNm diana, a partir de un modelo previamente entrenado con distintas características 
de las secuencias de interacción predichas por dicho algoritmo (110). Además existe una base de 
datos que alberga información sobre interacciones validadas experimentalmente por distintas 
técnicas de biología molecular, aunque la cantidad de genes diana validados experimentalmente 
suele ser escasa e insuficiente para su análisis funcional en una etapa posterior (111). También se ha 
observado que la interacción in vivo puede producirse en distintas posiciones del ARNm diana, 
aumentando así la complejidad para obtener predicciones fiables y que puedan producirse in vivo 
(112). Generalmente los resultados de los distintos algoritmos de predicción devuelven una cantidad 
importante de genes diana, y estos suelen ser filtrados en función de las coincidencias encontradas 
entre distintos algoritmos. 
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El reducido número de miARN’s diferencialmente expresados obtenidos tras el experimento 
podría explicarse por distintos aspectos de la biogénesis de estas moléculas así como por la técnica 
de detección empleada. Por ejemplo se ha descrito que, dependiendo del tejido analizado, muchos 
miARN’s son transcritos pero no son procesados para obtener su forma madura (113). En el estudio 
presentado en este trabajo, el análisis de los datos obtenidos por secuenciación se ha centrado en la 
detección de miARN’s en su forma madura, ya que es de esta manera como estas moléculas ejercen 
su potencial efecto biológico. Sin embargo, son necesarios más estudios en distintos modelos sobre 
el potencial efecto biológico provocado por la capacidad del HT para regular la expresión de los 
miARN’s en el hígado y otros tejidos. 
 
IDENTIFICACIÓN DE COMPUESTOS POTENCIALMENTE ANTICANCERÍGENOS POR 
AGRUPAMIENTO JERÁRQUICO Y OBTENCIÓN DE UNA FIRMA MOLECULAR CON 
PROPIEDADES ANTICANCERÍGENAS 
La búsqueda de datos de experimentos de nutrigenómica en la base de datos GEO ha 
permitido construir la primera versión de una base de datos que contiene los niveles de expresión 
diferencial de genes en respuesta al tratamiento con distintos alimentos y sus compuestos 
bioactivos. Con el objetivo de conectar los distintos tratamientos a través de la identificación de 
potenciales mecanismos moleculares en común, se ha realizado un análisis integrativo de estos 
datos, utilizando la técnica de agrupamiento jerárquico. Los resultados han mostrado que el 
componente histológico es el principal factor dominante en el proceso de agrupamiento (Figura 21). 
Sin embargo hemos sido capaces de identificar un grupo de experimentos, realizados en 
distintas células de origen cancerígeno y tratadas con compuestos alimenticios que previamente han 
demostrado poseer propiedades anticancerígenas. El análisis independiente de los 4 experimentos 
más representativos de este grupo ha revelado un importante solapamiento entre los 3.000 genes 
diferencialmente expresados y ordenados por significancia estadística, obteniendo así en diagrama 
de Venn con 160 genes en común (Figura 23). El análisis de enriquecimiento funcional de estos 
genes ha desvelado el proceso biológico de ciclo celular mitótico (GO:0000278) como el más sobre-
representado y estadísticamente significativo (Tabla 7). Efectivamente este proceso biológico se 
encuentra estrechamente relacionado con procesos cancerígenos, los cuales se caracterizan por una 
división celular descontrolada. Los 18 genes anotados en este proceso biológico (Tabla 9), y que se 
encuentran fuertemente reprimidos en los experimentos de nutrigenómica identificados, podrían 
representar una firma molecular con propiedades potencialmente anticancerígenas. 
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LA FIRMA MOLECULAR IDENTIFICADA AGRUPA ALIMENTOS Y COMPUESTOS BIOACTIVOS 
CON PROPIEDADES ANTICANCERÍGENAS PREVIAMENTE DESCRITAS 
En los experimentos incluidos dentro del grupo de compuestos con potenciales propiedades 
anticancerígenas, la expresión diferencial de los 18 genes de la firma molecular identificada muestra 
un claro patrón de represión (Tabla 8). Los compuestos que provocan esta firma molecular se 
encuentran naturalmente presentes en el broccoli (SFN) y plantas de distintas familias (I3C, WFNA, 
CA and RVT). En efecto, la planta medicinal Withania somnifera, principal fuente de WFNA, se ha 
usado tradicionalmente en la medicina ayurvédica.  
Para evaluar el potencial de la firma molecular identificada, se ha generado un mapa de 
calor a partir de los valores de expresión de los 18 genes de la firma molecular identificada (Figura 
24). El resultado obtenido demuestra que esta firma molecular permite reagrupar juntos los 
compuestos identificados previamente en el grupo con propiedades anticancerígenas mediante el 
agrupamiento jerárquico. Este resultado es significativo, ya que los experimentos incluidos en el 
grupo con propiedades anticancerígenas (sin tener en cuenta los experimentos correspondientes al 
tratamiento con RVT) identificado en el agrupamiento jerárquico han sido generados en laboratorios 
distintos, y utilizando 4 arrays de expresión diferentes (GPL10904, GPL16686, GPL10558, GPL4133). 
Esto demuestra que ha sido posible detectar una relación biológica estable entre los compuestos 
incluidos en el grupo con propiedades anticancerígenas, salvando así los potenciales efectos-lote 
que pudieran estar afectando el análisis de agrupamiento jerárquico. 
Los 18 genes identificados en la firma molecular se encuentran mayoritariamente reprimidos 
tras los tratamientos. Estos genes están implicados en importantes procesos biológicos tales como la 
mitosis y el control del ciclo celular. Codifican proteínas requeridas para la replicación del ADN, el 
alineamiento y segregación de los cromosomas durante la mitosis (CENPE, CENPF, CENPK, GINS2, 
MCM3, KNTC1, PRIM1, RFC4, TYMS), el ensamblaje y organización de microtúbulos (NDE1, TUBA4A, 
KIF2C), proteínas que participan en la señalización celular a través de eventos de fosforilación  (SKP2, 
CDK4, CDC7), una ciclina (CCNB1) y una nucleoporina (NUP107). Además resulta particularmente 
interesante señalar la represión del gen KIF20A, perteneciente a la familia de las kinesinas y cuyos 
altos niveles de expresión han sido recientemente asociados a un mal pronóstico en la enfermedad 
de cáncer (114). Estos resultados se reflejan en el primer trabajo de investigación publicado 
presente en el apartado Anexo. 
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NUTRIGENOMEDB: CONECTANDO FÁRMACOS Y COMPUESTOS ALIMENTICIOS 
Desde la presentación del principio y metodología del CMap, distintos trabajos han 
demostrado su utilidad, principalmente en el campo del descubrimiento de drogas y 
reposicionamiento de medicamentos (67,115). Sin embargo, esta metodología nunca había sido 
aplicada al estudio del potencial nutrigenómico de los alimentos y sus compuestos bioactivos, con el 
fin de elucidar los mecanismos moleculares que gobiernan el binomio dieta-salud. Con este objetivo, 
en este trabajo de doctorado se ha desarrollado una aplicación web para minería de datos en 
nutrigenómica, disponible públicamente en el enlace www.nutrigenomedb.org para su libre 
utilización por la comunidad científica. 
Las firmas moleculares incluidas en la aplicación NutriGenomeDB han sido obtenidas tras un 
proceso de análisis y tratamiento de datos cuidadoso, sobre todo a nivel del diseño experimental. 
Los experimentos de nutrigenómica incluidos cumplen con criterios específicos, y los resultados de 
expresión diferencial no han sido filtrados en base a criterios como la significancia estadística. 
Efectivamente existen aplicaciones capaces de extraer firmas moleculares de manera automática a 
partir de la base de datos de GEO, aunque han demostrado presentar importantes sesgos, debido a 
la asignación automática que realizan de las distintas muestras a los grupos control y tratamiento 
(64,65). Este aspecto podría resolverse armonizando la anotación de los experimentos disponibles en 
GEO, cuyos requerimientos de metadatos son actualmente mínimos. La base de datos de firmas 
moleculares de experimentos de nutrigenómica generada en este trabajo, curada manualmente y 
que alimenta la plataforma de minería de datos NutriGenomeDB, representa un valioso recurso para 
la comunidad científica. Presenta un gran potencial para encontrar conexiones entre alimentos, sus 
compuestos bioactivos y medicamentos empleados para el tratamiento de determinadas 
enfermedades en base al perfil de expresión diferencial de genes. De esta manera, NutriGenomeDB 
permite confirmar y formular nuevas hipótesis de investigación sobre los potenciales efectos 
saludables de determinados alimentos y compuestos bioactivos, además de ofrecer la posibilidad de 
aportar una explicación molecular para explicar las conexiones identificadas. 
Tras introducir en el módulo analítico de NutriGenomeDB la firma molecular provocada por 
el fármaco Amlodipino, utilizado para el tratamiento de la hipertensión, se ha identificado una 
conexión potencialmente interesante con un experimento tras el tratamiento de células humanas 
SW620 con un extracto de RSM (experimento GSE56496) (Figura 26). Esta conexión presenta una 
alta puntuación NES negativa, informando así de coincidencias entre los genes más reprimidos entre 
ambos experimentos. Este resultado tiene sentido desde un punto de vista biológico, ya que 
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efectivamente existen numerosas referencias en la literatura científica sobre los potenciales 
beneficiosos del RSM para el tratamiento de la hipertensión (116-118). 
NUTRIGENOMEDB: IDENTIFICANDO MECANISMOS MOLECULARES COMUNES Y 
AGRUPANDO COMPUESTOS 
Desde la misma interfaz de usuario de NutriGenomeDB, es posible realizar un análisis de 
enriquecimiento funcional de los genes que conectan una firma molecular externa y los 
experimentos de nutrigenómica incluidos en la base de datos. Este análisis se centra en encontrar las 
funciones moleculares sobre representadas en los genes diferencialmente expresados en común, 
con el fin de identificar potenciales mecanismos moleculares que puedan explicar las conexiones 
obtenidas desde un sentido biológico. 
Las funciones moleculares que explicarían la conexión identificada entre el Amlodipino y el 
experimento realizado en células humanas SW620 con un extracto de RSM están relacionadas con 
actividades de transporte de iones de Calcio a través de las membranas celulares (Figura 27). 
Efectivamente este mecanismo encaja con el mecanismo de acción del fármaco Amlodipino, el cual 
es un bloqueador de los canales de Calcio. 
A partir de los genes en común entre ambas firmas, y específicamente aquellos genes 
responsables de actividades de transporte transmembrana identificados tras el enriquecimiento 
funcional, se ha generado un mapa de calor desde la interfaz del módulo exploratorio de 
NutriGenomeDB (Figuras 28 y 29). De esta manera se han identificado otros experimentos de 
nutrigenómica en la base de datos generada, capaces de reprimir los genes introducidos, y que por 
consiguiente también presentarían potenciales propiedades hipotensoras, similares a las 
demostradas por el RSM. Concretamente, de esta manera se ha conseguido identificar a la 
genisteína como un compuesto potencial para el tratamiento de la hipertensión. Efectivamente este 
fitoestrógeno ya ha demostrado previamente sus beneficios para el tratamiento de la hipertensión 
(119). 
De este modo podemos confirmar que la plataforma de minería de datos NutriGenomeDB es 
capaz de identificar potenciales relaciones biológicas entre los alimentos y compuestos bioactivos 
incluidos en la base de datos, más allá de las relaciones que pudieran existir a nivel del diseño 
experimental de distintos experimentos. Así pues, NutriGenomeDB representa un valioso recurso 
para la comunidad científica y permite generar nuevas hipótesis de investigación para el estudio de 
la nutrición de precisión. Puede abrir la puerta a mejorar las formulaciones de nuevos alimentos 
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funcionales con propiedades protectoras frente a determinadas enfermedades, y además permite 
profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares responsables de dichas propiedades. 
El efecto biológico de los alimentos y sus compuestos bioactivos depende en gran medida de 
los procesos fisiológicos de absorción, transporte e interacción con determinados receptores 
celulares. Sin embargo la identificación de los componentes de los alimentos que presentan 
propiedades potencialmente protectoras es un paso fundamental para realizar estudios de 
biodisponibilidad, y poder beneficiarse de sus potenciales propiedades saludables. Estos resultados 
se reflejan en el tercer trabajo de investigación publicado presente en el apartado Anexo. 
LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS DE NUTRIGENOMEDB 
El procesamiento de las firmas moleculares albergadas por la base de datos de 
NutriGenomeDB es una etapa crítica para el cálculo de las puntuaciones ES. Debido a la diversidad 
de los arrays de expresión analizados, el tamaño de las firmas moleculares presentes en 
NutriGenomeDB no es idéntico, y está comprendido entre 1.500 y 3.000 genes. Este aspecto ha 
podido ser controlado utilizando el valor NES, que tiene en cuenta los tamaños de las firmas 
moleculares presentes en la base de datos, a la hora de cuantificar las conexiones identificadas. 
Del mismo modo, las firmas moleculares obtenidas, disponibles en un archivo en formato  
GMT, han sido ordenadas de manera decreciente en función del nivel de expresión diferencial de los 
genes incluidos, antes de eliminar el dato de log2 FC. Por defecto, durante el proceso de 
comparación de firmas, el algoritmo GSEA divide en 2 cada firma molecular de la base de datos, 
asumiendo que los genes de la primera mitad han sido sobreexpresados, y los genes de la segunda 
mitad han sido reprimidos. Durante la definición de las firmas moleculares incluidas en la plataforma 
de minería de datos en nutrigenómica, no se ha restringido la lista de genes para que la proporción 
de sobreexpresados y reprimidos fuera exactamente igual, aunque tampoco se han detectado 
importantes desequilibrios en este sentido. Sin embargo este aspecto tiene una influencia pequeña a 
la hora de calcular la puntuación NES, ya que los genes que más contribuyen a este valor, según el 
sistema de puntuación ponderado utilizado en NutriGenomeDB con el algoritmo GSEA, son los que 
se encuentran en ambos extremos de la lista que representa las firmas moleculares. 
El módulo analítico de NutriGenomeDB permite cuantificar las conexiones identificadas de 
dos maneras: el número de genes diferencialmente expresados en común entre un perfil de 
expresión diferencial introducido y las firmas moleculares que caracterizan los experimentos de 
nutrigenómica de la base de datos, y el valor de la puntuación NES. Sin embargo no devuelve ningún 
valor de significancia estadística sobre las conexiones encontradas. Originalmente el algoritmo GSEA 
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realiza un análisis de expresión diferencial utilizando los datos de expresión de todas las muestras 
incluidas en un experimento, los cuales incluyen tantas columnas como muestras analizadas. El 
programa GSEA cuenta con una variedad de métodos implementados para realizar el análisis de 
expresión diferencial (estadístico t, proporción de clases, diferencia de clases). Posteriormente se 
cuantifican las conexiones con una base de datos de firmas moleculares a elegir y disponible en 
línea. Tras ello la significancia estadística de las conexiones encontradas se calcula realizando 
permutaciones de las muestras incluidas en el experimento analizado, asignándolas aleatoriamente 
al grupo control o tratamiento. Sin embargo la implementación del algoritmo GSEA en la plataforma 
de minería de datos desarrollada en este trabajo utiliza el modo “pre-ranked” como parámetro. De 
esta manera se evita la etapa de cálculo de expresión diferencial por el algoritmo GSEA, muy 
criticada por ciertos autores (120). Utilizando el modo “pre-ranked”, el cálculo de la significancia 
estadística de las conexiones encontradas se realiza mediante permutaciones de los genes incluidos 
en las firmas moleculares de la base datos. Según el equipo desarrollador de GSEA, este método 
estaría sesgado, ya que la creación de firmas moleculares aleatorias perturba las potenciales 
correlaciones entre genes, con lo cual el valor de significancia estadística obtenido no sería tan fiable 
como el obtenido a partir de permutaciones realizadas a partir de cada muestra incluida en el 
experimento. Para la obtención de conexiones con sentido biológico, pensamos que es esencial una 
buena elección de la firma molecular introducida para su análisis en el módulo analítico, idealmente 
introduciendo sólo los genes estadísticamente significativos, resultantes de un análisis de expresión 
diferencial realizado de manera independiente por el usuario. 
También es conveniente señalar que NutriGenomeDB alberga resultados obtenidos a partir 
de experimentos que podrían no parecer evidentes en un contexto nutricional. Es el caso del estudio 
de GEO con identificador GSE74212, el cual investiga el efecto del producto natural eusinstielamida 
B, presente en algunas especies de ascidias. El estudio demuestra que es una molécula tóxica para la 
proteína topoisomerasa II, encargada de desenredar la molécula de ADN, provoca daños a la 
molécula de ADN y detiene el crecimiento de células provenientes de cáncer de próstata y mama. 
Sin embargo, los autores del trabajo no informan sobre las concentraciones de eusinstielamida B 
presentes naturalmente en esta clase de animales. Por esta razón, utilizado a concentraciones 
adecuadas, este producto natural podría presentar propiedades interesantes y potencial usabilidad 
para alimentos funcionales con efectos protectores. De hecho, las ascidias forman parte habitual de 
la dieta humana en lugares como Japón, Corea, Chile e incluso Europa. Es importante también 
reconocer que los datos de expresión génica presentes en la base de datos de NutriGenomeDB 
provienen principalmente de experimentos in vitro. No se conoce aún si todos estos compuestos 
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producen el mismo efecto in vivo, tanto a nivel génico como a nivel biológico, y para ello es 
necesario realizar investigaciones mediante ensayos clínicos específicos. 
El uso de herramientas computacionales ha demostrado tener un alto potencial para el 
descubrimiento de nuevos fármacos y el reposicionamiento de drogas (121-123). Sin embargo, a día 
de hoy los estudios que emplean metodologías computacionales en el campo nutricional son 
escasos. El potencial que presentan estos métodos para extraer información sobre el binomio dieta-
salud está atrayendo un creciente interés de la comunidad científica, con la perspectiva de hacer de 
la nutrición personalizada una realidad (124). Por ejemplo, un estudio reciente ha permitido 
encontrar relaciones entre la dieta y distintas enfermedades gracias a la integración de datos 
públicos de expresión génica correspondientes a intervenciones nutricionales, enfermedades y 
drogas (59). 
El objetivo de NutriGenomeDB es seguir recopilando nuevos experimentos de 
nutrigenómica, según vayan apareciendo en las bases de datos públicas de transcriptómica, con el 
fin de aumentar su capacidad analítica. De esta manera, se dispondrá de un mayor número de firmas 
moleculares características de alimentos y sus compuestos bioactivos, y será posible identificar 
potenciales conexiones fiables entre alimentos, sus compuestos bioactivos y determinados 
medicamentos o drogas, descubrir mecanismos moleculares responsables de tal conexión de 
manera fiable, e interrogar la base de datos para agrupar los alimentos y sus compuestos bioactivos 
en función de potenciales propiedades beneficiosas en común.
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Conclusión general 
El análisis integrativo de las respuestas genómicas desencadenadas por productos bioactivos 
alimentarios con propiedades saludables conocidas ofrece interesantes posibilidades para obtener 
información sobre los efectos moleculares de los nutrientes a nivel celular. A partir de ahí, ha sido 
posible configurar una herramienta para descubrir nuevas firmas de expresión génica e identificar 
los mecanismos de acción de los compuestos bioactivos de los alimentos que sustentan sus efectos 
en la salud. Esta herramienta permite predecir o buscar mecanismos de acción de los componentes 
de los alimentos y promover así su futura utilización en la formulación de alimentos funcionales o en 
estrategias de nutrición de precisión. 
Por tanto, se confirma la validez de la hipótesis planteada ya que se ha demostrado que la 
evaluación de datos experimentales de la expresión diferencial de genes permite explicar las 
propiedades saludables de determinados alimentos, o productos alimentarios, a través de la 
capacidad de algunos de sus componentes para regular determinadas rutas metabólicas, al afectar a 
la expresión de los genes implicados.  
Conclusiones relativas a los objetivos específicos: 
Objetivo específico 1: Análisis experimental del efecto del hidroxitirosol en la expresión de 
micro ARN’s en el hígado de ratón. 
1- Una dieta suplementada en HT regula la expresión de determinados miARN’s in vivo en el 
hígado de ratón.  
2- Los efectos biológicos de la regulación de miARN’s por la dieta pueden explicarse a partir del 
análisis funcional de sus correspondientes genes diana. 
 
Objetivo específico 2: Creación y análisis integrativo de una base de datos a partir de 
experimentos de nutrigenómica en células humanas. 
3- El análisis integrativo del perfil de expresión diferencial de experimentos de nutrigenómica 
permite identificar alimentos y compuestos bioactivos que comparten propiedades 
biológicas, independientemente del tipo celular y salvando el efecto “lote”. 
4- El análisis de agrupamiento jerárquico permite identificar y/o objetivar propiedades 
beneficiosas de alimentos y sus compuestos bioactivos. 
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Objetivo específico 3: Desarrollo de una aplicación web para minería de datos en nutrigenómica 
5- La aplicación web desarrollada permite conectar experimentos de nutrigenómica y firmas 
moleculares externas a partir de mecanismos moleculares en común. 
6- El Amlodipino, un medicamento utilizado para la hipertensión, y un extracto de Romero 
comparten el mismo mecanismo molecular de represión de genes implicados en el 
transporte transmembrana de iones Calcio. 
7- La aplicación web NutriGenomeDB posibilita asignar propiedades saludables y beneficiosas a 
alimentos y sus compuestos bioactivos en base a los perfiles de expresión génica. 
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